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(57) Abstract 

Recombinant screening, cloning and/or expression vector char- 
acterized in that it replicates in mycobacteria and contains 1) a my- 
cobacteria functional replicon; 2) a selection marker, 3) a reporter 
cassette comprising a) a multiple cloning site (polylinkex) b) a tran- 
scription terminator which is active in mycobacteria and is located up- 
stream of the poly linker, and c) a coding nucleotide sequence derived 
from a gene coding for an expression, export and/or secretion protein 
marker, the nucleotide sequence being deprived of its initiation codon 
and its regulating sequences. This vector is used for identification 
and expression of exporter polypeptides, such as the Mycobacterium 
tuberculosis P28 antigen. 

(57) Abrege* 

L* invention conceme un vecteur recombinant de criblagc et/ou 
de clonage et/ou d 'expression, caractensl en ce qu'il se replique chez 
des mycobactenes, en ce qu'il conttent 1) un replicon foncu'onnel 
chez les mycobactenes; 2) un marqueur de selection; 3) une cassette 
repoiteur comprenant a) un site de clonage multiple (poly linker), 
b) un tenninateur de transcription actif chez les mycobacteria, 
situ6 en amont du polylinker, et c) une sequence nucleotidique 
codante issue d*un gene codant pour un marqueur d 'expression, 
et/ou d'exportation et/ou de secretion de prot^ine, ladite sequence 
nucleotidique dtant depourvue de son codon d' initiation et de ses 
sequences de regulation. Ce vecteur est utilise pour r identification 
et rexpression de polypeptides exportes, tel que I'antigene P28 de 
Mycobacterium tuberculosis. 
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VECTEURS DE CRIBLAGE ET/OU D'EXPRESSION FONCTIONNELS CHEZ LES MYCOBACTERIES 



Le genre Mycobacterium inclut des pathogenes humains 
majeurs tels que M. leprae et M. tuberculosis , les agents 
responsables de la lepre et de la tuberculose, qui restent 
des problemes graves de sante publique dans le monde 
entier. 

M. bovis et M. tuberculosis , les agents causals de la 
tuberculose, sont des bacteries facultatives 
intracellulaires. En d£pit des problfemes majeurs de sante 
lies a ces organismes pathogenes, on sait peu de choses 
sur leurs proteines exportees et/ou secretees. Des 
analyses en SDS-PAGE de filtrat de culture de 
M. tuberculosis montrent au moins 3 0 proteines secretees 
(1,19,38). Certaines d'entre elles ont ete caract^risees, 
leurs g&nes clones et sequences (7,35,37). D f autres, bien 
qu 1 il s ' agisse d 1 antigenes immunodominants d 1 importance 
majeure pour induire une immunite protectrice (2,21), ne 
sont pas totalement identifies. En outre, il est probable 
que de nombreuses proteines exportees restent fixees sur 
la membrane cellulaire et par consequent ne soient pas 
presentes dans les surnageants de culture. II a ete montre 
que les proteines localisees a la surface externe de 
diverses bacteries pathogenes, telles que I'invasine de 
103 kDa de Yersina pseudotuberculosis (14) ou 
l'internaline de 80 kDa de Listeria monocytogenes (10) 
jouent un role important dans les interactions avec les 
cellules hdtes et par consequent, dans la pathogenicity 
comme dans !• induction de reponses protect rices ♦ Ainsi, 
une proteine liee a la membrane pourrait etre importante 
pour l f infection a M ♦ tuberculos is comme pour I 1 induction 
de reponse protectrice centre cette infection. Ces 
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proteines pourraient revetir un interet certain pour la 
preparation de vaccins. 

Le BCG (Bacille de Calmette et Guerin) , une souche 
avirulente derivee de M. bovis , a 6te tres utilise comme 
vaccin contre la tuberculose. C'est egalement un vecteur 
tr&s interessant pour la construction de vaccins 
recombinants vivants, particulierement en raison de son 
pouvoir immunogene fort. Par consequent, l'6tude de la 
biologie moleculaire des mycobacteries suscite 
actuellement beaucoup d f interet. 

Le developpement de nouveaux vaccins contre les 
mycobacteries pathogenes, ou 1 Amelioration des vaccins 
disponibles necessitait la mise au point d f outils 
specif iques permettant d'isoler ou d'obtenir des sequences 
de polypeptides immunogenes. 

Les inventeurs ont defini et realise dans ce but de 
nouveaux vecteurs permettant le criblage de sequences 
d'ADN de mycobacteries afin d 1 identifier parmi ces 
sequences, des acides nucleiques codant pour des proteines 
d ' interet . 

Des vecteurs ont ete d6 finis pour e valuer 
l^fficacite de sequences de regulation de l v expression au 
sein de mycobacteries. 

L* invention vise aussi de nouveaux polypeptides de 
mycobacteries ayant pu etre isol£s au moyen des vecteurs 
precedents et susceptibles d'entrer dans la realisation de 
compositions pour la detection d'une infection par des 
mycobacteries, ou pour la protection contre une infection 
due a des mycobateries. 

L' invention a done pour objet un vecteur recombinant 
de criblage et/ou de clonage et/ou d 1 expression, 
caracterise en ce qu'il se r6plique chez des 
mycobacteries, en ce qu'il contient 

- 1) un replicon fonctionnel chez les mycobacteries ; 

- 2) un marqueur de selection ; 

-3) une cassette reporteur comprenant 
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a) un site de clonage multiple (polylinker) , 

b) un terminateur de transcription actif chez 
les mycobacterias, en amont du polylinker, et 

c) une sequence nucleotidigue codante issue d'un 
gine codant pour un margueur d' expression, et/ou 
d 1 exportation et/ou de secretion de proteine, 
ladite sequence nucleotidigue etant depourvue de 
son codon d f initiation et de ses sequences de 
regulation. 

Le xnarqueur d' exportation et/ou de secretion est une 
sequence de nucleotides dont 1 9 expression suivie de 
1 'exportation et/ou de la secretion depend des elements de 
regulation qui cojitrolent son expression. 

Par "sequences ou elements de regulation de 
1* expression", on entend une sequence promotrice de la 
transcription, une sequence comprenant le site de liaison 
au ribosome (RBS) , les sequences responsables de 
1 1 exportation et/ou la secretion telles que la sequence 
dite sequence signale. 

Un premier marqueur interessant d 1 exportation et/ou 
d* expression est une sequence codante issue du gene phoA. 
Le cas echeant, elle est tronquee de telle fa$on que 
l 1 activity phosphatase alcaline est cependant susceptible 
d'etre restauree lorsque la sequence codante tronquee est 
placee sous le controle d'un promoteur et d 1 Elements de 
regulation appropries. 

D'autres marqueurs d' exposition et/ou d ' exportation 
et/ou de secretion peuvent §tre utilises* On citera & 
titre d'exemples une sequence du gene de la 0-agarase ou 
de la nuclease d'un staphylocoque ou de la ^-lactamase 
d'une mycobacterie. 

Le terminateur de transcription doit etre fonctionnel 
chez les mycobactdries. Un terminateur avantageux est a 
cet egard le terminateur du coliphage T4 (tT4). D'autres 
terminateurs appropries pour la realisation de 1' invention 
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peuvent etre isoles en utilisant la technique presentee 
dans les exemples, par exemple au moyen du vecteur pJN3. 

Un vecteur particulierement pref^re pour la 
realisation de 1' invention est le plasmide pJEMll depose a 
la CNCM (Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes h Paris - France) sous le n* 1-1375, le 
3 novembre 1993. 

Pour la selection r ou 1 1 identification de sequences 
d'acides nucleiques de mycobacteries codant pour des 
produits susceptibles d'Stre incorpores dans des 
compositions immunogenes ou antig£nigues pour la detection 
d'une infection par des mycobacteries, le vecteur de 
1* invention comprendra, en l'un des sites du polylinker, 
une sequence de nucleotides d'une mycobacterie chez 
laquelle on recherche la presence de sequences 
regulatrices associees a tout ou partie d'un gene 
d'interet permettant, lorsque le vecteur portant ces 
sequences (vecteur recombinant) est integre ou se rgplique 
dans un hote cellulaire de type mycobacterie, d'obtenir 
l 1 exposition au niveau de la membrane ou de la paroi 
cellulaire de 1'hote et/ou 1 1 exportation et/ou la 
secretion du produit d 1 expression de la susdite sequence 
de nucleotides. 

La sequence en question de mycobacteries peut etre 
toute sequence dont on cherche k d£tecter si elle contient 
des elements de regulation de 1" expression associes a tout 
ou partie d'un gene d'interet et susceptibles de permettre 
ou de favoriser 1 'exposition au niveau de la membrane 
cellulaire d'un h6te chez laquelle elle serait exprimee 
et/ou 1 1 exportation et/ou la secretion d'un produit 
d 1 expression d'une sequence codante donnee et a titre 
d'essai du marqueur d • exportation et/ou de secretion. 

De preference, cette sequence est obtenue par 
digestion enzymatique de l'ADN g£nomique ou de l'ADN 
complementaire d'un ARN d'une mycobacterie et de 
preference d'une mycobacterie pathogene. 
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Selon un premier mode de realisation de l 1 invention, 
la digestion enzymatique de l'ADN genomique ou de l'ADN 
complement a ire est effectu6e a partir de M. tuberculosis . 

De preference cet ADN est digere avec une enzyme 
telle que sau3A. 

D'autres enzymes de digestion telles que Sea l. Apa l. 
Scall, Kpn l ou encore des exonucleases ou des polymerases, 
peuvent naturellement etre mises en oeuvre, dfcs lors 
qu'elles permettent l'obtention de fragments dont les 
extremites peuvent etre inserees dans l'un des sites de 
clonage du polylinker du vecteur de l 1 invention. 

Le cas ech£ant, des digestions avec differentes 
enzymes seront effectuees simultanement. 

Des vecteurs recombinants pr^feres pour la 
realisation de 1» invention sont choisis parmi les vecteurs 
recombinants suivants deposes a la CNCM le 8 Aotit 1994 : 
pExp53 depose a la CNCM sous le n* 1-14 64 
pExp59 d6pos6 a la CNCM sous le n* 1-14 65 
pExp410 depose & la CNCM sous le n* 1-1466 
pExp421 depose a la CNCM sous le n m 1-1467. 
Les vecteurs de l 1 invention peuvent dgalement etre 
utilises pour determiner la presence de sequences 
d'interet, selon ce qui a ete expose precedemment, chez 
des mycobacteries telles que M. africanum , M. bovis , 
M. avium ou M. leprae dont on aura traits l'ADN ou l'ADNc 
avec des enzymes determinees. 

L* invention a egalement pour objet un proedde de 
criblage de sequences de nucleotides issues de 
mycobacteries, pour determiner la presence au sein de ces 
sequences, d' elements de regulation controlant 
I 9 expression dans un hdte cellulaire de sequences d'acide 
nucieique les contenant et/ou l v exposition k la surface de 
I'hote cellulaire et/ou 1 1 exportation et/ou la secretion 
des sequences polypeptidiques resultant de l 1 expression 
des susdites sequences de nucleotides, caracterisd en ce 
qu c il comprend les stapes suivantes : 
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a) la digestion des sequences d'ADN de mycobacteries 
par au moins une enzyme determinee et la recuperation 
des fragments de digestion obtenus, 

b) 1' insertion des fragments de digestion dans un 
site de clonage compatible avec 1' enzyme de l f etape 
a) du polylinker d'un vecteur ci-dessus # 

c) si besoin, 1 'amplification du fragment de 
digestion contenu dans le vecteur, par exemple par 
replication de ce dernier apres insertion du vecteur 
ainsi modifie dans une cellule determinee , par 
exemple E coli f 

d) la transformation d' botes cellulaires par le 
vecteur amplifie a l'etape c) , ou en 1' absence 
d' amplification, par le vecteur de l'etape b) , 

e) la culture des hotes cellulaires transformes dans 
un milieu permettant la mise en evidence du marqueur 
d 1 exportation et/ou de secretion contenu dans le 
vecteur, 

f) la detection des hdtes cellulaires positifs 
(colonies positives) pour 1' expression du marqueur 
d 1 exposition et/ou d 1 exportation et/ou de s£cr£tion, 

g) I'isolement de 1 V ADN des colonies positives et 
1' insertion de cet ADN dans une cellule identique a 
celle de I'etape c) , 

h) la selection des insertions contenues dans le 
vecteur, permettant I'obtention de clones positifs 
pour le marqueur d 1 exportation et/ou de s£cr£tion, 

i) l'isolement et la caract^risation des fragments 
d' ADN de mycobacteries contenues dans ces ins£rats. 
La mise en oeuvre de ce procede permet la 

construction de banques d'ADN comportant des sequences 
susceptibles d'etre exportees et/ou secr^tees, 
lorsqu'elles sont produites au sein de mycobacteries 
recombinantes . 

L ■ £tape i) du proc6d£ peut comprendre une etape de 
sequen^age des insertions select ionnees. 
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De preference, le vecteur utilise est le plasmide 
pJEMll (CNCM 1-1375) et la digestion est effectuee au 
moyen de 1' enzyme sau3A» 

Selon un mode de realisation prefere de 1 'invention, 
le procede de criblage est caracterise en ce que les 
sequences de mycobacteries sont issues d'une mycobacterie 
pathogene, par exemple de M. tuberculosis , M. bovis , M. 
avium , M. africanum ou M. leprae , 

L' invention a egalement pour objet les sequences 
nucleotidiques de mycobacteries selectionnees apres la 
realisation du procede ci-dessus decrit. 

Selon un mode de realisation particulier de 
1* invention , des sequences interessantes sont par exemple 
les fragments d'ADN de mycobacteries contenus dans les 
vecteurs pIPX412 (CNCM 1-1463 depose le 8/08/94), pExp53, 
pExp59, pExp410 ou pExp421. 

Lorsque la sequence codante issue du gene marqueur 
d 'exportation et/ou de secretion est une sequence issue du 
gene phoA, 1 'exportation et/ou la secretion du produit du 
gene phoA, le cas echeant tronque, n'est obtenue que 
lorsque cette sequence est inseree en phase avec la 
sequence placee en amont, qui contient les elements 
contrdlant 1 'expression et/ou l 1 exportation et/ou de 
secretion issus de sequence de mycobacteries. 

L' invention a aussi pour objet des mycobacteries 
recombinantes contenant un vecteur recombinant decrit 
precedemment. Une mycobacterie preferee est une 
mycobacterie du type M. smegma t is . 

M. smegma t is permet avantageusement de tester 
l'efficacite de sequences de mycobacteries, pour le 
contrdle de 1 'expression et/ou de l v exportation et/ou de 
la secretion d'une sequence donnee, par exemple d'une 
sequence codant pour un marqueur tel que la phosphatase 
alcaline. 

Une autre mycobacterie interessante est une 
mycobacterie du type M. bovis , par exemple la souche BCG 
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utilisee actuellement pour la vaccination contre la 
tuberculose. 

L' invention a par ailleurs pour objet une 
mycobacterie recombinants , caracterisee en ce qu'elle 
contient un vecteur recombinant ci-dessus defini. 

L' invention concerne aussi une sequence de 
nucleotides issue d'un g&ne codant pour une proteine 
exportee de M» tuberculosis , caracterisee en ce qu'elle 
est choisie parmi les sequences suivantes : 

* une sequence IA repondant a 1 'enchainement de 
nucleotides ddcrit a la figure 6A, ou une sequence IB 
repondant a 1 * enchainement de nucleotides decrit a la 
figure 6B, ou hybridant dans des conditions stringentes 
avec ces enchainements , 

- une sequence II comprenant 1 'enchainement de 
nucleotides IA ou IB et codant pour une proteine P28 de 
M. tuberculosis ayant un poids moleculaire theorique 
d 'environ 28kDa et un poids moleculaire observe de 36kDa, 
determine par eldctrophor^se en gel d'acrylamide 
denaturant ( PAGE-SDS ) 

- une sequence III comprise dans la sequence IA ou IB 
et codant pour un polypeptide reconnu par des anticorps 
diriges contre la proteine P28 de M. tuberculosis , 

une sequence IV comprenant les sequences 
regulatrices du gene comprenant la sequence codante IA ou 
IB, 

- une sequence V repondant a 1 1 enchainement compris 
entre les nucleotides 1 et 72 de la sequence IA ou IB et 
correspondant h la sequence signal, 

- une sequence VI repondant h !• enchainement compris 
entre les nucleotides 62 & 687 de la sequence IA ou IB, 

- une sequence VII repondant A 1 1 enchainement compris 
entre les nucleotides 688 et 855 de la sequence IA ou IB* 

Entre ggalement dans le cadre de 1' invention, un 
polypeptide de M. tuberculosis , caract&risg en ce qu # il 
repond a 1 1 enchainement d'acides amines VIIIA ou a 
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1 'enchainement VIIIB representes a la figure 6A et 6B 
respect ivement ou en ce qu'il comprend l'un de ces 
enchainement s . 

Un polypeptide prefere est caracterise en ce qu'il a 
un poids moieculaire theorique d' environ 28kDa, determine 
selon la technique decrite dans les exemples. 

La proteine p28 de M. tuberculosis a ete caracterise e 
par sa capacite a 6tre exportee et done potent iellement 
localisee a travers la membrane bacterienne plasmatique ou 
la paroi cellulaire. De plus, comme le montrent les 
sequences presentees a la figure 6, certains motifs 
peptidiques de la sequence sont repetes. Pour ces raisons, 
la proteine p28 de M. tuberculosis est maintenant le plus 
souvent designee comme proteine ERP et le gene contenant 
la sequence codante de cette proteine est appeie soit gene 
irsa, soit gene erp. 

Le poids moieculaire theorique de la proteine ERP, 
evalue a 28 kDa f correspond a un poids moieculaire observe 
experimentalement d' environ 36 kDa (migration 

eiectrophonetique en gel de polyacrylamide denaturant 
(PAGE-DOS) ) . 

Un autre polypeptide interessant dans le cadre de 
1* invention comprend une partie de 1 'enchainement VIII ou 
VIIIB d'acides amines precedemment decrit et reagit 
immunologiquement avec des anticorps diriges contre la 
proteine p28 de M. tuberculosis . 

De fa$on pr£fer£e, un tel polypeptide est en outre 
caracterise en ce qu'il ne reagit pas immunologiquement 
avec la proteine p28 de M» leprae , 

Des sequences d'acides amines particulierement 
interessantes dans le cadre de l 1 invention sont les 
sequences comprenant l'un des enchainements suivants ou 
repondant a l'un de ces enchainements en une ou plusieurs 
copies : 

PGLTS , PGLTD , PGLTP , PALTN , PALTS , PALGG , PTGAT , PTGLD , PVGLD . 
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D'autres sequences interessantes sont par exemple la 
sequence signal comprise entre les positions de 
nucleotides 1 et 72 des sequence de la figure 6A ou 6B ou 
encore la sequence comprise entre les nucleotides 688 et 
855 susceptible de se comporter comme une sequence 
transmembranaire . 

Ces sequences polypeptidiques peuvent etre exprimees 
sous la forme de polypeptides recombinants* Dans ces 
polypeptides recombinants, elles peuvent etre remplacees 
en partie notamment en ce qui concerne les sequences de 5 
acides amines precedemment decrites, par des sequences 
d'interet provenant de mycobacteries ou d'autres 
organismes pathogenes, ce remplacement pouvant conduire A 
inclure, au sein des polypeptides recombinants, des 
epitopes ou des determinants antigeniques d , un organisme 
pathogene ou d'une proteine d^interet contre lequel 
(laquelle) on chercherait a obtenir des anticorps. 

Ainsi, les polypeptides de l 1 invention, tout en 
presentant eventuellement eux-memes des proprietes 
antigeniques, voire immunogenes, peuvent etre utilises 
comme molecules porteuses interessantes pour preparer, le 
cas echeant, des vaccins ayant des proprietes variees. 

L 1 invention a egalement pour objet des anticorps 
monoclonaux ou des serums polyclonaux diriges contre un 
polypeptide tel que defini precedemment. 

S'agissant des anticorps monoclonaux, ils sont de 
preference diriges specif iquement contre un polypeptide de 
l 1 invention et ne reconnaissent par exemple pas la 
proteine p28 de M. leprae . 

L* invention a aussi pour objet une composition pour 
la detection in vitro d»une infection par M. tuberculosis , 
caracterisee en ce qu'elle comprend un polypeptide ci- 
dessus defini, capable de reagir immunologiquement avec 
des anticorps formes chez un patient infecte par 
M. tuberculosis. 
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Une autre composition pour la detection in vitro 
d'une infection par M. tuberculosis est caracterisee par 
une sequence de nucleotides contenant au mo ins 9 
nucleotides, issue d'une sequence ci-dessus definie, ou 
une sequence de nucleotides contenant au moins 9 
nucleotides et hybridant dans des conditions stringentes 
avec l'ADN de M. tuberculosis et n f hybridant pas dans les 
memes conditions avec I'ADN de M. leprae , cette sequence 
etant une sequence d'ADN ou d'ARN, le cas echeant marquee. 

L 1 invention a aussi pour objet un hote cellulaire 
procaryote ou eucaryote caracterise en ce qu'il est 
trans forme par une sequence de nucleotides telle que 
decrite dans les pages precedentes, dans des conditions 
pennettant 1' expression de cette sequence et/ou son 
exposition au niveau de la membrane de I'hdte cellulaire 
et/ou son exportation et/ou sa secretion a partir de la 
susdite membrane. 

A titre pr£f6re, les botes cellulaires sont des 
mycobacterias telles que M. smegmatis ou M« bovis BCG. 

D'autres h6tes cellulaires sont par exemple E. coli , 
des cellules CHO, BHK, Spf9/Baculovirus, des levures 
telles que Saccharomyces cerevisiae, le virus de la 
vaccine. 

L' invention a aussi pour objet une composition 
immunogene comprenant un polypeptide tel que presente plus 
haut ou un hote cellulaire tel que defini ci-dessus. 

L 1 invention conceme par ailleurs un vecteur pour le 
criblage et/ou le clonage et/ou pour 1' expression de 
sequences de nucleotides fonctionnelles dans des 
mycobacteries, derive d"un vecteur precddemment decrit et 
caracterise en ce que la sequence codante issue d'un gene 
codant pour un marqueur d 1 exportation et/ou de secretion 
est remplacee par un gene reporteur ou une sequence 
reporteur. 

De fa^on preferee, le gene ou la sequence reporteur 
est depourvue de ses sequences regulatrices , en 
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particulier de ses sequences de liaison au ribosome et/ou 
de ses sequences permettant 1 • exportation et/ou la 
secretion du marqueur produit lorsque le vecteur est 
incorpore a un h6te cellulaire recombinant. 

De preference, le gene ou la sequence report eur 
contient la sequence codant du gene lacZ ou une partie de 
cette sequence suf fisante pour que le polypeptide presente 
une activite 0-galactosidase. 

Un vecteur prdfere de 1' invention est caracterise en 
ce qu'il comprend en l'un des sites de clonage du 
polylinker, un enchainement de nucleotides comprenant un 
promoteur et le cas echeant des sequences de regulation, 
par exemple pour l'ancrage a la surface, 1 ' exportation 
voire la secretion d'un polypeptide qui serait produit 
sous le controle du promoteur, dont on souhaite evaluer la 
capacite h promouvoir ou reguler 1' expression d'une 
sequence nucleotidique reporteur chez des mycobacterias. 

Des vecteurs pre feres sont des plasmides choisis 
parmi les plasmides pJEM12, pJEM13 , pJEM14 ou pJEMIS tels 
que represents & la figure 12* 

Un tel vecteur peut etre utilise pour evaluer 
1'interet de sequences de regulation d 1 expression ou de 
promoteurs, par exemple les sequences de promoteurs pAN, 
pblaF* , psul3 , pgroES/ELl . 

L 1 invention comprend egalement un procede pour 
determiner 1' activite d'une sequence contenant en l'un des 
sites de clonage du polylinker, un enchainement de 
nucleotides comprenant un promoteur et le cas echeant des 
sequences de regulation, par exemple pour 1 'exposition, 
1 1 exportation voire la secretion d'un polypeptide qui 
serait produit sous le contrdle du promoteur dans des 
mycobacterias, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
de : 

- transformation d ' une souche de mycobacteria , par 
exemple M. smeqmatis ou M. tuberculosis avec un vecteur 
ci-dessus deer it. 



WO 96/07745 



13 



PCT/FR95/01133 



- detection de l'activite norma lenient associee a la 
presence du g&ne reporteur ou de la sequence reporteur. 

□•autres caracteristiques et avantages de 1' invention 
apparaissent a la lecture des exemples qui suivent ainsi 
que dans les figures. 

LEGENDE DES FIGURES 
Fig. 1 

Construction de pJEMll. 

Voir Materiel et Methodes. pJEMll a des origines de 
replication (ori) de E. coli et des mycobacteries* II 
s'agit done d'un plasmide navette. Le marqueur de 
selection est le gene de resistance & la kanamycine (Km) . 
Le gene PhoA tronque de pPH07 (22) est depourvu de 
promoteur, de codon de depart et de sequence signal, ainsi 
1' expression et 1 1 exportation de PhoA dependent de la 
fusion traductionnelle avec les extremit^s amino- 
terminales d'autres protdines. Le terminateur 
transcript ionnel (T) de la cassette omega evite la 
transcription par "read-through" a partir de sequences 
plasmidiques. 

Pig. 2 

Construction des plasmides pLA71, pLA72 et pLA73. 

L 1 insertion dans le site Bam HI de pJEMll de 
fragments BlaF* (34) de 3 longueurs diff^rentes conduit a 
1 'expression de prolines de fusion avec l'activite phoA. 
Des dosages colorimetriques ont 6t6 effectu€s selon la 
technique de BrocJanan et Heppel (8), avec le p- 
nitroph£nyl-phosphate comme substrat. Les teneurs en 
prot6ines ont et6 mesur6es A l'aide du dosage Bio-Rad. Les 
unites arbitraires de phosphatase alcaline (aU) ont 
calculees comme d^crit dans Materiel et Mdthodes. 



Pig. 3 
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Analyses de Western-blot de proteines de fusion PhoA. 

Des souches de M. smeqmatis trans form£es ont 6t£ 
mises en culture en milieu Beck contenant de la kanamycine 
(20 Mg/»1) • Des extra its totaux de bacteries soniquees 
ont ete solubilises par du SDS, resolus par SDS-PAGE et 
sounds h immunoempreinte . La preparation du serum de lapin 
anti-PhoA a 6t6 decrite precedemment (34) . Des anticorps 
de lapin couples a PhoA (Promega) et, comme substrat, un 
melange de X-P et de nitrobleut^trazolium (BCIP-NBT, 
Promega) ont ete utilises pour reveler les fusions PhoA. 
Colonne 1: PhoA bacterienne purifite, M. smeqmatis 
transformee par des plasmides pJEMll: colonne 2, pLA71: 
colonne 3, pLA72: colonne 4, pLA73: colonne 5, pExp410: 
colonne 6, pExp53: colonne 7, pExp59: colonne 8, pExp421: 
colonne 9 

Fig. 4 

sequences nucleotidiques et d>acides amines deduites de 
segments d'inserats selectionnes des plasmides pExp410, 
pExp53, pExp59 et pExp421. 

Les clones de M. smecrmatis avec 1 1 activite de la 
phosphatase alcaline ont ete selectionnes sur des boites 
X-P/kanamycine. Leurs plasmides ont et6 amplifies chez 
E, coli XL-1 B, et la sequence nucleotidique des inserats 
determinee comme deer it dans Materiel et M6thodes. A: 
pExp410 inclut une partie de la lipoproteine de 19 kDa. Le 
cadre de lecture est maintenu a la jonction avec phoA (Bam 
Hl/Sau 3A). B: pExp53 inclut une partie d»un gene 
presentant des similitudes avec l'antigene de 28 kDa de 
M. leprae . Les acides amines divergents sont en caractferes 
gras. Le codon de d£but de traduction est GTG. Les sites 
de clivage putatifs par signal peptidase sont indiqu£s par 
des f leches* C: pExp59 code pour une sequence signal 
caracteristique. Un site de liaison aux ribosomes putatif 
(RBS) est souligne. Le site putatif de clivage par la 
signal peptidase est indique par une flfeche. D: pExp421 
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code pour des motifs d'acides amines conserves avec des 
prolines de la famille des stearoyle- prot^ine-porteuse- 
d*acyle (ACP) desaturases. R« comm: R. communis (ricin) . 

Fig. 5 

Le gene similaire au gene de l'antigene de 28 )cDa de 
M. leprae est present en une seule copie dans le genome de 
M. tuberculosis . 

L'ADN genomique de M. tuberculosis a 6te extrait en 
suivant des protocoles standard (27) , digere par des 
endonucleases Pst I, Sma I, Bst EII, Sph I, Bam HI et 
sounds a une migration sur un gel d 9 agarose a 1 %. 
L' hybridation de Southern-blot a 6te effectuee selon des 
protocoles standard (27) . La sonde marquee au 32P 6tait un 
fragment de PGR de 180 pb de l'inserat de pExp53. 

Pig 6 

Sequence de nucleotides (IA et IB) et decides amines 
(VIIIA et VIIIB) du produit du g6ne IRSA codant pour la 
proteine P28 de M« tuberculosis (deux variantes sont 
presentees) . Ce gene est maintenant d6signe par 
1 • abreviation "erp" correspondant a 1' expression "exported 
repetitive protein". 

Fig. 7 

Sequences de nucleotides preliminaires flanquant le 
gene IRSA de M » tuberculosis . 

Fig. 8 

G£nes de bacteries pour la regulation du fer (IRG's). 
Fig. 9 

Profil d'hydrophilie DES PROT2INES P28 de M. leprae 
et M. tuberculosis 



Fig. 10 
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A) Alignement des sequences de nucleotides du gene 
codant pour les prolines p28 de M. tuberc ulosis et de 
M. leprae . 

B) Alignement des sequences d'acides amines des 
proteines p28 de M. tuberculosis et de M. leprae. 

Fig. 11 

Construction des plasmides pJN3 et pJNll. 

Seuls les sites de restriction et Elements genetiques 
pertinents sont montres* Les plasmides pRR3 et pJNl ont 
ete decrits dans I'art anterieur (60) (58). La cassette 
omega a ete obtenue par digestion par Smal de pHP45X (59), 
suivie de la purification d'un fragment de 2 kb d'un gel 
d 1 agarose en utilisant le kit Geneclean (Bio 101 Inc.)- 
Les techniques standard d'ADN recombinant ont ete 
utilisees conforroement a la description donnee dans I'etat 
de la technique (61)* Dans pJN3 et pJNll, le gfene de la 
^-lactamase (bla) a ete interrompu. oriE et oriM designent 
les origines de replication de pUC ( E. coli ) et de pALSOOO 
(mycobacteries) , respect ivement. 

Fig. 12. 

Structure des plasmides de la serie pJEM. 

(A) Dans la representation schdmatique des plasmides, 
seuls les elements genetiques pertinents sont indiques. 
pJEMIS a resulte du clonage, dans le site Seal de pRR3, i) 
d'un fragment obtenu par amplification par PCR (en 
ut il isant OJN1 : 5 ■ -AAGCTTCCGATTCGTAGAGCC-3 ' et 0JN2 : 5 ' - 
GGGCTCGAGCTGCAG TGGATGACCTTTTGA-3 ' comme amorces; et pJNll 
comme ma trice) et contenant tT4 et l'extremite N-terminale 
de ell; ii) des oligonucleotides de synthase correspondant 
a MCS1; et iii) le fragment lacZ* de Hindlll-Dral de 
pNM480. pJEM12-13-14 ont ete obtenus par clonage du 
fragment amplifie par PCR decrit ci-dessus dans le site 
Seal de pRR3. Les oligonucleotides de synthese 
correspondant a MCS2 ont ete ensuite inseres* Enfin, 
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chacune des trois formes de la serie pNM480 a ete 
introduite dans le site Hindlll dans HCS2. (B) Sequences 
nucieotidiques des regions entire 1' amorce OJN1 et le 8 erne 
codon de lacZ 1 (marque ****). ces sequences ont ete 
verifiees expdrimentalement. La region tT4 est soulignee 
et le RBS de synthase est en caract£res gras . La sequence 
d'acides amines de l'extremite N-terminale de ell est 
donnee en-dessous de la sequence d'ADN. Les sites Hindlll 
sont marques par un asterisque car ils ne sont pas 
uniques. Pour des descriptions complementaires, voir la 
legende de la fig. 11. 

BXEMPLES 

I) Identification de genes eodant our des proteines 
export6es de M. tuberculosis. 

Les resultats rapportes ici decrivent la definition 
pour des mycobacterias d'une methode g^netique 
d' identification de proteines export ees. Cette 
mdthodologie est basee sur la fusion traductionnelle avec 
la phosphatase alcaline bacterienne (PhoA) . De telles 
proteines de fusion doivent €tre exportees pour avoir 
I'activite PhoA (6,13,16). Un gene PhoA a ete utilise 
apres deletion de la region promoteur, du site de liaison 
aux ribosomes et de 1" ensemble de la region codant pour la 
sequence signale dont le codon de debut de traduction a 
ete utilise. Ainsi, 1* activity phosphatase alcaline est 
depend ante de la fusion traductionnelle r6alisee dans la 
bonne phase de lecture avec une partie d'une proteine 
exportee. La construction d'un vecteur plasmidique phoA 
pour les mycobacteries est decrite en premier lieu puis on 
a montre que 1 • introduction dans ce vecteur du gfene de la 
^-lactamase exportee de M. fortuitum (blaF*) (34) conduit h 
la production chez M. smeqmatis de proteines de fusion 
presentant I'activite enzymatique PhoA. Une banque de 
sequences de fusion entre l'ADN genomique de 
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M. tuberculosis et le gene phoA a ensuite ete construite. 
Douze clones independants qui exportaient de proteines de 
fusion ont 6t6 Isolds. Parmi eux, on a pu identifier la 
lipoproteine exportee de 19 JcDa deja decrite chez 
M. tuberculosis , une nouvelle sequence de M* tuberculosis 
presentant des similitudes avec la prot£ine de 28 kDa de 
M. leprae , une proteine comportant des residus d'acides 
amines conserves avec des stearoyle- proteine-porteuse- 
d'acyle (ACP) desaturases, et d'autres sequences 
nouvelles. 

MATERIEL ET METHODES 

Souches bacteriennes, plasmides, et conditions de culture 

Les souches bacteriennes et les plasmides utilises 
dans cette etude sont presentes au tableau 1. La 
croissance de souches de E. coli et de M. smecpmatis , 
1 'dlectroporation, le criblage sur g£lose contenant 20 
Mg/ml de kanamycine et 20 M9/ml de phosphate de 5- 
bromo-4-chloro-3-indolyle (X-P) ont ete realises comme 
decrit precedemment (14) 

M. tuberculosis , isolat d'un patient (souche 103), a 
ete cultive sur milieu solide de Lowenstein- Jensen . 

Manipulation et sequenq:age d'ADN 

La manipulation d'ADN et les analyses de Southern- 
blot ont ete effectuees a l'aide de techniques standard 
(27). Pour les determinations des sequences, les 
oligonucleotides (5-GGCCCGACGAGTCCCGC-3 1 et 5'- 

TTGGGGACCCTAGAGGT-3 1 ) ont 6t6 mis au point en vue du 
s£quengage a travers les jonctions de fusion des ins£rats 
de M. tuberculosis dans pJEMll (voir ci-dessous) . Les 
sequences d'ADN plasmidique a double brin ont 6te 
determines par la methode de terminaison de chaines par 
des dideoxy (28) en utilisant le kit de s£quen?age T7 
(Pharmacia) selon les instructions du fabricant, ou avec 
le kit de s£quen?age Cycle Terminateur Taq Dye Desoxy 



WO 96/07745 



19 



PCTYFR95/01133 



(Applied Biosys terns) , sur un systeme de PCR GeneAmp 9600 
(Perkin Elmer), et passees sur un systeme d 1 analyse d'ADN 
- Module 373 (Applied Biosystems) . 

Analyses des banques de donnees 

Les sequences nucleotidiques ont ete comparees a 
celles des banques de donnees d'EMBL et de GenBank en 
utilisant 1'algorithme FASTA (23) et les sequences de 
proteines d£rivees ont ete analysees pour determiner une 
similitude eventuelle avec les sequences contenues dans 
les banques de donnees de proteines PIR et SwissProt en 
utilisant 1'algorithme BLAST (1). 

Constructions des plasmides 

pJEMll : La construction de pJEMll est resumee sur 
la fig. l. Brievement, pJEM2 a 6t6 construit a partir du 
plasmide navette pRR3 de E. coli-mycobact6ries (26), par 
insertion du fragment lacZ tronque de pNM480 (18), d'un 
multisite de clonage ou poly-linker (MCS) , et du 
terminateur transcript ionnel de la cassette omega (24). Le 
fragment N-terminal Eco RV- Kpn l de lacZ est remplace par le 
fragment phoA tronque de pPH07 (11), sans codon de depart 
ou de sequence signal pour donner pJEMlO. Enfin, un codon 
de depart potentiel dans le MCS a ete elimin6 pour donner 
pJEMll. 

pLA7l, pLA72, et pLA73 : Des fragments de longueur 
diff^rente de blaF*(34) obtenus par amplification par PCR 
ont 6te inseres au site Bam HI de pJEMll pour donner 
pLA71, pLA72, et pLA73 (fig. 2). Les oligonucleotides 
(Genset, Paris) utilises pour 1 •amplification par PCR 
6taient vers 1 • Avant 5 1 -CGGGATCCTGCTCGGCGGACTCCGGG-3 • et 
vers 1 1 Arriere 5 1 -CGGGATCCGGTCATCGATCGGTGCCGCGAA-3 • , 5 1 - 
CGGGATCCCGCCGTGCTCGG CCATCTGCAG-3 • et 5 1 -CGGGATCCAGAGTAAG 
GACGGCAGCACCAG-3 1 , pour pLA71, pLA72 et pLA73 
respectivement. Les amplifications par PCR ont 6t6 
ef f ectuees dans un Cycleur Thermique h ADN (Perkin Elmer) , 
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en utilisant la Taq polymerase (Cetus) , selon les 
recommandations du fabricant. 

Construction des banques genomigues de M. tuberculosis 

De 1 f ADN genomique de M. tuberculosis a 6te extrait 
selon des protocoles standard (27) . Cet ADN a 6te 
partiellement dig6re par Sau3A (avec 1U par 2 w) a 37'C 
pendant 2min 30sec. La digestion a 6te arr£t£e par 
1' addition de phenol. On a alors fait migrer cet ADN sur 
de !• agarose h bas point de fusion (Gibco, BRL) . La 
fraction contenailt les fragments ayant de 400 a 2000 pb a 
et6 extraite par de l'agarase (GELase, Epicentre 
Technologies) et ligaturee au site Bam HI compatible de 
pJEMll avec la T4 DNA ligase (Boehringer Mannheim) , a 16'C 
pendant une nuit. 

Dosage de la phosphatase alcaline 

Pour les dosages de la phosphatase alcaline, M. 
smeqmatis a 6t6 cultive dans du bouillon L additionne de 
tylaxopol a 0,05 % (Sigma) h 37* pendant 48 h. L'activite 
de la phosphatase alcaline a 6t6 dosee par la methode de 
Brockman et Heppel (8), dans des extra its soniques comme 
decrit precedemment (34) , en utilisant le phosphate de p- 
nitrophenyle comme substrat de la reaction. Les teneurs en 
proteines ont ete mesurees a 1'aide du dosage Bio-Rad 
(Bio-Rad). L'activite de la phosphatase alcaline est 
exprimee en Unites arbitraires (aU)=DO A20 xl05xlg de 
protdine^xmin" 1 - 

Preparations d'anti corps, 61ectrophorese sur gel de SDS- 
polyacrylamide et immunoempreintes 

La preparation d*un serum de lap in anti-PhoA a £t£ 
decrite precedemment (34). Des extraits cellulaires de M. 
smegmatis ont et6 prepares par sonication, la SDS-PAGE et 
1 1 immunoempreinte ont 6t6 r£alis6es comme decrit 
precedemment (36) . 
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RESULTATS 

Construction d 1 un vecteur plasmidique navette (pJEMll ) 
pour la production de proteines de fusion avec PhoA chez 
M. smeqmatis 

pJEMll poss&de un gene phoA tronque de E. coli sans 
codon d* initiation ou elements de regulation guelcongues 
(fig. 1). Le site multiple de clonage pennet 1» insertion 
de fragments provenant de genes codant pour des proteines 
exportdes putatives en meme temps que leurs elements de 
regulation. Ainsi, des proteines de fusion ont pu etre 
produites, elles exprimaient l*activite de la phosphatase 
alcaline lorsque la fusion 6tait exportee. pJEMll est un 
plasmide navette E . col i/ mycobacter ies qui inclut le gene 
de resistance & 1 'antibiotique kanamycine de t n903 comme 
marqueur de selection. 

L' insertion d* Elements genetiques responsables de 
1* expression et de 1 1 exportation de ^-lactamase chez 
pJEMll conduisent k la production de proteines de fusion 
PhoA enzymatiquement actives chez M. smegmatis 

Les trois plasmides ont 6t6 construits par insertion 
de fragments de differente longueur provenant du gene de 
la ^-lactamase de la souche surproductrice M. fortuitum 
D316 (blaF*) (34) au site Bam HI de pJEMll (fig. 2). Dans 
pLA71, le fragment de 1384 pb inclut le promoteur, le 
segment codant pour les 32 acides amines de la sequence 
signal, et les 5 premiers acides amines de la proteine 
mature (il n'y a pas de sequence Shine-Dalgarno pour la 
fixation ribosomique dans la sequence d'origine de blaF*). 
PLA72 porte un fragment de 1550 pb incluant les 61dments 
codant pour la sequence signal et les 61 premiers acides 
amines de la proteine mature. Dans pLA73, le fragment de 
2155 pb contient la blaF* entiere. Ces plasmides ont et6 
utilises pour transformer M. smeqmatis et les 
transformants ont 6t6 cribl£s pour les fusions PhoA 
enzymatiquement actives par 6talement sur milieux gelos£s 
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contenant de la kanamycine et du X-P. Le X-P est soluble 
et incolore, mais apres clivage du phosphate par la 
phosphatase alcaline, un precipite bleu est produit. 
Ainsi, des clones produisant la phosphatase alcaline 
pouvaient etre facilement identifies par leur coloration 
bleue. L* expression de pLA71, 72 et 73 chez M. smeqmatis , 
conduit a des colonies bleues, alors que des colonies avec 
pJEMll sont restees blanches. Des analyses de Western-blot 
ont montre la production de proteines de fusion phoA avec 
un poids moleculaire apparent d' environ 47,5 kDa, 54 kDa, 
et 76 kDa, pour pLA71, pLA72 et pLA73 respect ivement (fig. 
3, colonne 3,4,5). Ces poids moleculaires sont en accord 
avec la longueur de la proteine mature fusionnee a la 
phosphatase alcaline (P.M. apparent de 46 kDa f fig. 3, 
colonne 1). Dans pJEMll, il n'y a pas d" expression de 
PhoA, comme prevu (fig. 3 # colonne 2). Le dosage de 
I'activite de la phosphatase alcaline (voir la fig. 2) de 
ces bactdries confirme 1 'expression d'une activite 
enzymatique avec les 3 constructions pLA. Toutefois, 
M. smecpnatis avec pLA73 exprime environ deux fois plus 
d' activite comparee & pLA73 et 72* Dans des experiences 
distinctes, nous avons confirme que la production 
intracellulaire de phoA sous le controle d'un promoteur 
mycobacterien, sans fusion avec une proteine export ee, 
n' eta it pas associee a I 1 expression de I'activite de la 
phosphatase alcaline. L 1 ensemble de ces resultats indique 
que dans ce systeme, I'activite de la phosphatase alcaline 
depend de la fusion traductionnelle et de 1 * exportation 
proprement dite du produit. Par consequent, pJEMll 
convient a 1 • identification genetique des proteines 
exportees par les mycobacteries. 

Construction chez M. smeqmatis d'une banque de fusions 
phoA avec des fragments d'ADN genomique de M. tuberculosis 

L'ADN genomique d'un isolat clinique de M, 
tuberculosis a ete purifie et partiellement digere par 
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Sau3A. La fraction de 400/2000 pb a £t£ inseree au site 
Bam HI compatible de pJEMll. Les produits de ligation ont 
6t6 trans f^res dans E. coli XL-1 bleu par electroporation 
pour obtenir une etape d 1 amplification. Environ 2500 
clones contenant des plasmides avec des insertions ont 
poussg sur un milieu gelose contenant de la kanamycine. 
Les plasmides purifies a partir des transformants ont et£ 
reunis et transfer 6s par electroporation dans M. sroeqmatis 
MC^ISS. Les bact6ries trans form6es ont ete £tal£es sur 
gelose L-kanamycine-X-P . Environ 14000 clones ont ete 
obtenus. Apres 4 jours d ' incubation , les premieres 
colonies bleues done PhoA* ont et6 observes, Chaque jour, 
les boites ont ete verifiees, et de nouvelles colonies 
PhoA+ ont et6 isol£es. Les colonies donees ont ete 
lysees, et leur ADN introduit par electroporation dans 
E. coli XL-1 bleu, pour les preparations de plasmides. En 
tout, 12 inserts diff £rents perroettant 1' expression de 
phoA ont et£ isoles et s£quenc6s. Trois sequences 
presentaient des similitudes avec des sequences connues. 

Fusion de PhoA avec le gene de la lipoproteine de 19 kDa 
de M. tuberculosis 

L'un des plasmides (pExp410) possede une insertion 
correspondant a une partie du gene de la proteine de 19 
kDa deja connue. Ce gene code pour une lipoproteine 
exportee (5,31). La fig, 4 A montre la sequence d'ADN 
correspondent a la fusion entre ce gene et phoA. Comme 
prevu, la m£me phase de lecture est maintenue entre les 
deux proteines. Le poids moleculaire attendu de la 
proteine de fusion, selon la sequence serait pres de 57 
kDa. Toutefois, le vrai poids moleculaire observe par 
analyse de Western-blot est identique & la proteine PhoA 
purifiee (fig. 3, colonne 1 et 6) , ce qui suggere que la 
proteine de fusion est clivee pres de la jonction PhoA. 
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Fusion avec una sequence similaire au gene de la protAine 
da 28 kDa de M. leprae . 

La proteine de 28 kDa de M. leprae est un antigene 
majeur qui est tres souvent reconnu par les scrums de 
patients atteints de la forme lepromateuse de la lepre 
(9) • Dans la banque d' insertion de M . tuberculosis 
preparee, une sequence port6e par un vecteur recombinant 
(pExp53) presentant une similitude de 77 % avec la 
sequence nucl^otidique de ce gene et de 68 % pour la 
sequence d'acides amines d£duite (fig* 4 B) a et6 
identifi6e. Dans ^analyse par Western-blot, le poids 
moleculaire de la proteine de fusion est d' environ 52 kDa 
(fig. 3, colonne 7), ce qui prevoit environ 45 acides 
amines de la proteine mycobact^rienne dans la proteine de 
fusion, apres clivage du peptide signal. Ceci est conforme 
a la longueur du fragment du g&ne de M. tuberculosis 
fusionne avec phoA (fig. 4 B) . 

Des analyses de Southern-blot de I'ADN genomique de 
M. tuberculosis ont ete realisees. II a 6te montr£ qu'un 
fragment de 180 pb de l 1 insertion de 2 kb du plasmide 
pExp53 ne contient aucun site de restriction pour les 
endonucleases PstI, Smal r BamHI, BstEII et Sphl. Ce 
fragment a ete amplifi£ par PCR. L'ADN genomique de 
M. tuberculosis a ete diger£ h l'aide de ces enzymes, et 
sonde avec le fragment de PCR marque au 32P. Comme on peut 
le voir sur la fig. 5 f une bande seulement a ete observes 
lorsque 1 • ADN genomique a et6 digere avec chacune des cinq 
enzymes, ce qui suggere que le g&ne est present en une 
seule copie dans le genome de M. tuberculosis . 

D*autres fusions PhoA portant les sequences signal 
putatives 

La fig. 4 C montre la sequence d'une insertion portee 
par un vecteur recombinant (pExp59) fusionng avec phoA. 
Elle presente une sequence signal typique permettant 
1 1 exportation de proteines. La sequence presentee est 
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conforme aux regies habituelles telles qu'£tablies chez 
les bacteries Gram negatif (25) . Elle contient deux acides 
amines charges positivement (Arg, Asn) apres le codon de 
depart, suivis d»un peptide hydrophobe, avec un Gly, 
correspondant probablement & une boucle dans la structure 
tridimensionnelle du peptide. Un site potentiel de clivage 
par la signal peptidase est indigue par une fleche, ce gui 
donne une proteine de fusion avec un poids moldculaire 
proche de celui de phoA, comme le montre la fig. 3, 
colonne 8, conf orraement. 

Proteines de fusion PhoA avec des motifs d» acides amines 
conserves avec des st6aroyle-proteine-porteuse- 
d* acyle (ACP) d^saturases 

Les ACP-desaturases sont des enzymes impliquees dans 
les voies de la biosynthese des acides gras. En general, 
ces enzymes sont des proteines membranaires integrales 
(29) . Des analyses du plasmide pExp421 de la banque 
preparee ont revile deux motifs decides amines conserves 
avec des ACP-ddsaturases , un de 9 acides amines et le 
deuxieme de 14 acides amines (fig. 4 D) . Le reste de la 
sequence n'a revile aucune similitude significative avec 
des proteines connues. 

DISCUSSION 

Plus de 30 proteines s^crttees ont 6t6 trouvees dans 
des filtrats du BCG ou de M. tuberculosis a court terme, 
avec un minimum de lyse de la bact^rie (1,19,38). Ces 
proteines ont 6t6 classees selon leur poids moleculaire et 
leurs reactivity immunologiques . Certaines ont £t6 
caract6risees de maniere plus poussee. Par exemple, les 
proteines secr6t6es du complexe de l^antigene 85 (les 
antigenes 85 A,B et C) sont des proteines de 32 kDa 
pr^sentant des reactions s^rologiques croisees (7,35). Les 
antigfenes 85 A et 85 B presentent une affinity vis-a-vis 
de la fibronectine et seraient impliqu^s dans 
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1 ■ internal isat ion de M. tuberculosis dans les macrophages. 
Les gfenes de ces proteines immunogfcnes (7), et de 
prolines de 23 kDa (MPB64) (37) et de 19 kDa (5) ont 6te 
clones et sequences et des sequences de peptides signal 
caracteristiques de prolines exportees ont ete trouvees. 
Les proteines recombinantes produites a partir de ces 
genes seraient des outils interessants pour le diagnostic 
serologique de la tuberculose. La superoxyde dismutase 
(SOD) de 23/28 kDa est abondante dans les filtrats de 
culture a court terme, et serait impliquee dans la survie 
des mycobacteries dans le phagolysosome. Le gene codant 
pour la SOD chez M. tuberculosis a ete clone et sequence 
(39). De maniere interessante, aucune sequence de peptide 
signal caracteristique n'a ete trouvee. Ceci suggfcre une 
voie specifique de secretion de cet enzyme par les 
mycobacteries. Des proteines secr6t£es dans deux gammes 
etroites de poids moleculaire (6-10 kDa et 26-34 kDa) sont 
des antigenes majeurs des cellules T (3) et induisent chez 
la souris des r6ponses immunitaires en cellules T 
protectrices vis-&-vis d'une epreuve par des mycobacteries 
vivantes du complexe de M. tuberculosis (4). II a ete 
sugggre que les differences dans les reponses immunitaires 
observees entre les bacteries vivantes et tuees sont dues 
a ces proteines exportees/secret6es (20) . Ces divers 
resultats preliminaires suggerent qu'une meilleure 
caracterisation de proteines exportees/secr£t6es des 
bacteries pathogenes du complexe de M. tuberculosis serait 
de grande utilite i la fois pour la comprehension de leur 
pouvoir pathogfene et pour la mise au point de nouveaux 
vaccins. 

Si les proteines s6cr6t6es ont £te etudiees par des 
methodes biochimiques , d"autres methodologies gen£tiques 
s • avereraient n£cessaires. En utilisant un gfcne phoA 
tronqu£, des systfemes de fusion ont 6t6 mis au point 
permettant la fixation des extremites amino d'autres 
proteines sur PhoA. Cette approche est basee sur la 
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phosphatase alcaline bacterienne periplasmique de E. coli. 
Cette enzyme doit etre localisee de maniere 
extracytoplasmique pour etre active. Ainsi, la phosphatase 
alcaline peut etre utilisee coxnine sonde de localisation 
subcellulaire . 

Une methodologie PhoA a 6t6 elaboree et d£crite ici 
pour 1 ' identification de prolines exportees par les 
mycobacterias. L v insertion de blaF* dans pJEMll conduit a 
la production chez M. smegmatis de proteines de fusion 
avec 1' activity phosphatase alcaline. De plus, des fusions 
PhoA avec 3 fragments diff^rents de BlaF* etaient 
enzymatiguement actives, ce qui suggere que la plupart des 
fusions en phase avec des proteines exportees auront une 
activite PhoA. 

Une banque d* insertions de M. tuberculosis dans 
pJEMll a 6te construite et exprimee chez M. smeermatis . 
Dans cette banque, une partie du g&ne codant pour la 
lipoproteine export ee connue de 19 kDa (p£xp410) a et£ 
isolge. Cette proteine de M. tuberculosis est l'un des 
antigenes serologiquement immunodominants trouv^s chez ce 
bacille. Des analyses de la sequence d 9 ADN du gfene codant 
pour cet antigfene indiquent que la region NH2-terminale 
hydrophobe est un peptide signal de lipoproteine (5). Une 
partie de cette lipoproteine a 6te fusionnee & la proteine 
A de surface exteme de Borrel ia burgdorferi pour 
construire un vaccin BCG recombinant capable d'induire une 
forte reponse immunitaire (31) . 

Deux autres sequences partageant des similitudes avec 
les proteines exportees ou membranaires ont egalement 6t6 
identifiees: 

p£xp53 s'est r6v6ie presenter des similitudes avec le 
gene de l^ntigfene de 28 JcDa de M. leprae . Cet antig&ne de 
M. leprae a 6t6 trouve par criblage d'une banque de Agt 11 
avec le s6rum de patients atteints de la forme 
l£promateuse de la Ifepre. C'est un antigfene majeur 
impliqu£ dans la reponse immunitaire humorale a M. leprae 
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(9). De maniere interessante, il a ete montre qu § un 
peptide de 20 acides amines de cette proteine presente une 
similitude considerable avec un peptide de l'antigene de 
19 kDa de M> tuberculosis , et c'est un epitope de cellules 
T presentant des reactions croisees (12) . La sequence 
d'ADN du gdne codant pour l'antigene de 28 kDa de 
M. leprae suggere que "la sequence d 1 acides amines predite 
de la proteine contient un peptide signal potentiel a son 
extremite amino-terminale et deux longs domaines 
hydrophobes, ce qui suggere quelle est cibl6e pour la 
localisation sur la membrane plasmatique bact6rienne ou la 
paroi cellulaire" (9)* 

Une proteine de fusion codee par un plasmide de notre 
banque (pExp421) partageait des motifs decides amines 
avec les desaturases. Les ACP-desaturases sont des enzymes 
impliguees dans les voies de la biosynthese des acides 
gras. En general, ces enzymes sont des proteines 
membranaires integrales (39). Ce resultat suggere que l»on 
peut avoir isole une partie d'un gene important dans le 
metabolisme des lipides chez M» tuberculosis , peut-etre 
implique dans la voie de la biosynthese de la paroi 
cellulaire lipidique. 

Un autre plasmide (pExp59) avec une sequence signal 
putative caracteristique a et6 trouvee. 

En conclusion, les resultats presentes demontrent que 
la technologie de PhoA pour 1 • identification genetique de 
proteines export 6es peut 6tre adaptee avec succes pour 
M. tuberculosis . Des criblages preliminaires d'une banque 
d 1 insertions donnant des proteines de fusion PhoA ont mis 
en evidence des sequences presentant des similitudes avec 
des proteines exportees connues. 

II) Expression de la proteine P28 de M. tuberculosis 

Le BCG est un vaccin vivant. C'est le seul vaccin 
utilise pour proteger contre la tuberculose. Son 
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efficacite s'est av£ree variable suivant les populations 
vaccinees, allant d' environ 80% en Grande-Bretagne a 0% en 
Inde. II apparait done indispensable de recherche un 
vaccin plus efficace. D' autre part, le fait d f utiliser un 
vaccin vivant pose aujourd'hui des problemes en raison de 
1 'extension de l'epid&nie du SIDA. 

Plusieurs travaux ont montre que des antigenes 
export es par Mycobacterium tuberculosis . I 1 agent de la 
tuberculose, avaient un effet protecteur contre une 
epreuve par la souche virulente. Les travaux rapportes ici 
ont cons is te & utiliser une methode gengtique pour isoler 
et etudier les genes de M. tuberculosis codant pour des 
proteines exportees. Nous decrivons ici l'isolement et la 
caracterisation d'un gene codant pour une prot^ine 
possedant des homologies avec la prot^ine de 28kDa de 
Mycobacterium leprae deja decrite. 

Mdthodologie pour le clonage de genes codant pour des 
proteines exportees. 

La methodologie exposee en details dans la partie I 
repose sur 1 'utilisation de fusions traductionnelles avec 
le gene codant pour la phosphatase alcaline de Escherichia 
coli, PhoA. De telles proteines de fusion n'ont une 
activity phosphatase alcaline detectable que si elles sont 
exportees. Un vecteur plasmidique portant un gfene phoA 
depourvu de son promoteur, de son site d 1 attachement a 
l'ARN ribosomal et de sa sequence signale a 6te construit. 
A partir de ce vecteur une activite PhoA ne peut £tre 
observee qu'apres fusion traductionnelle dans le bon cadre 
de lecteur avec une proteine exportee. Le vecteur, appel6 
pJEMll poss&de une origine de replication pour E. coli et 
une autre pour les mycobact6ries . II possede egalement un 
marqueur de selection, le g&ne de resistance h la 
kanamycine du transposon Tn905. Un site multiple de 
clonage precede le g&ne phoA tronque. 
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Une banque d'ADN genomique provenant d'une souchc de 
M. tuberculosis (Mtl03) isolee d'un patient tuberculeux, a 
6te construite dans pJEMll en insurant des fragments d'ADN 
issus d'une hydrolyse partielle par 1' enzyme Sau3a. Les 
clones s61ectionn£s ont permis d 1 identifier un fragment de 
nucleotide du gene de 28kDa de M. tuberculosis homologue 
au gene codant pour la prot6ine de 28kDa de M. leprae . 

Chez les malades 16promateux, des anticorps diriges 
contre cette proteine de 28kDa sont observes, laissant 
supposer que cette proteine est un antig^ne 
immunodominant, L'hypothfcse a ete faite que chez 
M. tuberculosis , la proteine de 28kDa possedant des 
homologies avec la proteine de 28kDa de M, leprae pourrait 
etre aussi un antigene immunodominant et qu'il pourrait 
servir a la construction de tests immunologiques 
specif iques permettant la detection de 1' infection 
tuberculeuse ou de la tuberculose maladie. II pourrait 
peut-§tre etre utilise pour la construction de vaccins 
sous unitaires dans diff6rentes preparations vaccinales. 
De plus, il pourrait fitre utile comme vecteur pour 
1 • expression d • antigenes chez les mycobacteries pour la 
construction de vaccins recombinants. 

Clonage et sequengage du gfene codant pour une prot6ine de 
28kDa de M> tuberculosis 

En utilisant 1' insertion contenue dans le plasmide 
p£xp53 comme sonde, le gene entier codant pour la proteine 
de 28kDa de M. tuberculosis a 6t6 clon6 par hybridation 
sur colonie d'une banque d'ADN de M. tuberculosis 
construite en inserant des fragments d'ADN de 
M« tuberculosis de taille comprise entre 2 et 6 kb obtenus 
par hydrolyse totale avec 1' enzyme PstI dans le vecteur 
pBluescript KS-. Le fragment PstI de M> tuberculosis 
correspondant au clone positif et comprenant une insertion 
de 4,1 kb a et6 sequence. La figure 10 montre la sequence 
nucl6otidique du fragment et les similarites avec le g&ne 
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codant pour la proteine de 28JcDa de M. leprae . La sequence 
du g&ne de 28kDa de M , tubercul os is est comme celui de 
M. leprae prec6dee d'une sequence poss£dant des 
similarities avec les boltes "fer" retrouvees en amont des 
g&nes exprimes lors d'une carence en fer. Une situation de 
carence en fer est rencontree lors de la croissance in 
vivo . L'hypoth&se est faite que 1' expression de ce gene 
est induite lors de la croissance dans les macrophages des 
mycobacteries hdbergeant ce gene. De plus, la proteine de 
28kDa de M. tuberculosis possede dans sa partie centrale 
deux regions contenant des motifs de 5 acides amines 
rgpetes en tandem, qui sont absents de la proteine 
homologue de M. leprae . Des structures repetees analogues 
ont et£ identifiees precedemment dans des antigenes 
majeurs presents a la surface d'autres agents pathogenes 
bact£riens ou parasitaires tels que la proteine M (40) des 
Streptococcacea et la proteine CS des Plasmodiae (41) . 

Tout ou partie de la proteine de 28kDa de 
M. tuberculosis dont la sequence du g6ne est presentee ici 
pourrait £tre un antigene protecteur potentiel pour la 
construction d'un vaccin ant i tuber culeux. Un tel antigene 
peut etre obtenu par purification a partir d'extraits 
cellulaires de M. tuberculosis ou & partir d'extraits 
cellulaires d'organismes heterologues g£n£tiquement 
recombines. De plus, la proteine de 28kDa de 
M. tuberculosis ou des peptides en derivant, pourrait etre 
un antigene utilisable dans des tests ELISA pour le 
depistage de malades tuberculeux. 

En utilisant le g£ne de 28kDa de M. tuberculosis 
comme sonde, une hybridation dans des conditions de 
stringence elevee n'a 6te observee qu'avec l f ADN ggnomique 
des souches appartenant au complexe M. tuberculosis . En 
consequence, la sequence correspondant au gene de 28kDa de 
M. tuberculosis est une sequence specifique qui peut etre 
utilisee pour des tests de detection des bacilles de la 
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tuberculose, utilisant des sondes ADN ou ARN et des 
methodes d* amplification genique in vitro . 

La region regulatrice et le gene de la 28kDa de 
M. tuberculosis peuvent etre utilises en tant que 
molecules porteuses pour exprimer des antigenes 
heterologues dans le BCG ou tout autre vecteur 
mycobacterien utile pour la construction de vaccins. 

Ill) Expression de genes de mycobacterias ; evaluation de 
different s promoteurs d' expression 

Un aspect important des resultats obtenus conceme la 
construction d'outils genetiques pour l 1 etude de 
1' expression des genes chez les mycobacteries. Des 
vecteurs sequence de regulation-sonde ont ete utilises 
dans l'art anterieur pour isoler et analyser des sequences 
de regulation chez un grand nombre de bacteries (54) . La 
definition par les inventeurs de tels outils propres aux 
mycobacteries facilite l 1 etude des mecanismes genetiques 
regulant la virulence chez les especes pathogenes, et 
l'isolement de nouvelles sequences de regulation qui 
seraient utiles pour la mise au point de vaccins BCG 
recombinants amel lores. 

Initialement, 1 'expression de genes mycobacteriens a 
ete etudiee dans des syst&mes heterologues , Escherichia 
coli et Streptomyces lividans (46) (51) (60). Ces analyses 
suggerent que la plupart des genes mycobacteriens sont 
plus efficacement exprimes chez S. lividans que chez 
E. coli . Ulterieurement, des vecteurs a base de plasmides 
mycobacteriens ont 6te construits qui pourraient fitre 
utilises pour des etudes dans des systfemes homologues. Les 
vecteurs pYUB75 et pYUB76 ont ete congus pour select ionner 
des fusions de genes & un gene lacZ tronque de Escherichia 
coli (42). Le plasmide pSD7 permet la construction de 
fusions d'operons a un gene de la chloramphenicol 
acetyltransferase (CAT) sans promoteur (47) . En utilisant 
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ces vecteurs, un certain nombre de sequences de regulation 
mycobacteriennes ont 6te isolees et evaluees a la fois 
chez E. coli et chez Mycobacterium smegma t is . 

Les inventeurs ont d6crits d'autres constructions de 
vecteurs de la serie pJEM, qui ont plusieurs a vantages: 
ils portent un terminateur de transcription, des 
multisites de clonages adaptes, et ils permettent des 
fusions a la fois d'operons et de genes a lacZ. lacZ a ete 
choisi comme gene rapporteur car l 1 enzyme codee, la /?- 
galactosidase, reste active lorsque des sequences 
heterologies sont fusionnees a son extremite amino- 
terminale (45) (64) . Son activite peut Stre facilement 
mesuree in vitro . meme a des niveaux tres bas & l"aide de 
composes fluorescents (48) . La j9-galactosidase est 
egalement hautement immunogene. Elle induit des reponses 
immunitaires a la fois humoral es et cellulaires apres 
presentation au systeme immunitaire de souris par des 
bacteries recombinantes (44) (56). Ainsi, la 0- 
galactosidase peut Egalement Stre utilis6e comme 
rapporteur du pouvoir iramunogdne d'un vaccin recombinant. 
En utilisant des vecteurs pJEM, de nouvelles sequences de 
regulation actives chez BCG pourraient etre isolees et les 
souches BCG recombinantes facilement testees pour leur 
capacite a induire des reponses immunitaires chez la 
souris. 

Une etude comparative des activites de divers 
promoteurs chez M. smeqmatis et BCG a egalement 6te faite. 
Les resultats suggerent que les ARN polymerases de 
M» smeqmatis et de BCG ne part agent pas la meme 
specificity. 

Construction de vecteurs pJEM. Id6alement, un vecteur 
plasmidique promoteur-sonde doit contenir cinq 616ments: 
i) un replicon, ii) un marqueur de selection, et une 
cassette rapporteur contenant iii) un terminateur de 
transcription suivi iv) de multisites de clonage (MCS) et 
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v) d'un gene rapporteur depourvu de ses sequences de 
regulation. 

Pour construire un vecteur de clonage de promoteur 
les mycobacteries , nous avons utilise le r6plicon derive 
du plasmide pAL5000 de Mycobacterium fortuitum et le gene 
de la resistance a la kanamycine (aph) de Tn903 (58) ont 
ete utilises, Ces elements genetiques sont les composants 
de base de la plupart des plasmides actuellement utilises 
pour la transformation des mycobacteries- lis semblent 
conferer une haute stability aux clones transformes de 
M. smegmatis et M. bovis BCG k la fois in vitro et in vivo 
(chez la souris) meme en 1' absence de selection par les 
antibiotiques (56). Pour faciliter la preparation et la 
manipulation d 1 ADN episomal, la plupart des ces plasmides 
contiennent ega lenient un replicon de E. coli . Ainsi, nous 
avons choisi le plasmide pRR3, un vecteur navette 
E . coli -mycobacteries qui contient ces trois elements 
genetiques comme vecteur de base (58) . 

Aucun terminateur de transcription mycobactdrien n'a 
encore 6te caracterise. Pour examiner si le terminateur de 
transcription du coliphage T4 (tT4) 6tait actif comme site 
de terminaison pour les ARN polymerases de mycobacteries, 
l'interposon omega (57) a ete clone dans le plasmide pJN3, 
en amont de !• element sRBS-cII-lacZ, generant pJNll (fig. 
11) . Le fragment omega est compose d'un gene de resistance 
a la streptomycine/spectinomycine encadre par de courtes 
repetitions inversees contenant tT4. L' insertion de omega 
dans un fragment d'ADN conduit a la terminaison de la 
synthese d 9 ARN chez E. coli (57). pJN3 a et6 construit en 
clonant, dans le site Seal de pRR3, une cassette composee 
d'un lacZ tronque associe & un RBS de synthese (sRBS) et 
l'extremite 5" du gene de regulation ell du phage lambda 
et le promoteur pL (fig. 11). M. smegmatis mc2l55 (61) a 
et6 transform^ avec pJN3 (pL-sRBS-cII-lacZ) ou pJNll 
(pL-X-sRBS-cII-lacZ) par electroporation et les clones 
transformants ont ete reperes apres croissance sur des 
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boites LB-Xgal. Les clones transformants portant pJN3 ont 
donne des colonies bleues et les clones transformants 
portant pJNll ont donn£ des colonies blanches. L 1 activity 
de la 0-galactosidase chez M. smegmatis (pJNll) etait 50 
fois infSrieure a celle chez M. smegmatis (pJN3) (tableau 
2). Ainsi, tT4 contenu dans 1* insert X agit comme 
terminateur de transcription efficace chez M« smegmatis . 

Un fragment d'ADN contenant le segment tT4 suivi de 
I'dlement sRBS-cII-lacZ de pJNll a 6te synthetis6 in vitro 
par amplification par PCR et un MCS (MCS1) , contenant 6 
sites de restriction uniques, a 6t6 ajoute. La cassette 
r^sultante a ensuite ete clonee dans le site Seal de pRR3 # 
dormant le vecteur de fusion d'operons pJEMIS (fig. 12) . 
L'electroporation de M, smegmatis MC 2 155 et du BCG avec ce 
plasmide a conduit a des colonies blanches sur des boites 
de LB-Xgal avec une tres faible activity de la 0- 
galactosidase (tableau 2) . Par centre chez E. coli , pJEMIS 
a exprim6 une activity de la 0-galactosidase plus e levee, 
et par consequent une coloration bleue sur des boites de 
LB-Xgal. Ceci est probablement dQ a son nombre de copies 
£leve. Chez E. coli , des vecteurs pUC sont presents en un 
nombre de copies eleve (superieur & 500), alors que chez 
les mycobacteries, les plasmides derives de r6plicons 
pALSOOO ont un nombre de copies d'approximativement 3 a 10 
(50). Le test de fragments d'ADN pour l f activite 
promoteur, a l'aide de pJEMIS, par criblage bleu-blanc 
doit ainsi etre effectu£ directement chez les 
mycobacteries . 

Pour obtenir des vecteurs permettant des fusions de 
genes & lacZ, nous avons suivi une stratggie similaire. 
Les trois formes de lacZ tronque de la serie pNM480 (55) , 
qui different les unes des autres par la "mise en phase 
traductionnelle" d»un site Hindlll localise & son 
extremity 5', ont 6td donees, en aval de tT4 et d»un MCS 
(MCS2) contenant 7 sites de restriction uniques, dans le 
site Seal de pRR3. Les plasmides resultants pJEM12-13-14 
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(fig, 12) permettent ainsi le clonage d'une large gamine de 
fragments de restriction en phase avec lacZ. 

Evaluation de divers promoteurs chez M. smeqmatis et 
BCG. Des fusions d'operons entre la cassette rapporteur 
cll-lacZ de pJEM15 et les promoteurs pAN (56), pblaF* 
(63), psul3 (52), et pgroES/ELl (49) ont et£ construits. 
L'activite de ces promoteurs a et6 evalude chez 
M. smecnnatis et chez M. bovis BCG. Les trois premiers 
promoteurs ont ete isoles a partir d'especes 
mycobacteriennes : pblaF* est un mutant d v expression 
elevee de pblaF, qui dirige 1' expression du gene de la 0- 
lactamase de M. fortuitum ; pAN est un promoteur de 
M. para tuberculosis et psul3 un composant d v Element 
genetique mobile de M. fortuitum Tn610. Ces promoteurs ont 
ete localises sur la base de la cartographie de sites de 
debut de transcription (pblaF* et pAN) ou par analyse de 
deletion (psul3) (62). pgroES/ELl est un promoteur de 
Streptomyces albus qui regule l f expression de 1'operon 
groES/ELl, et est actif a la fois chez M. smecpnatis et le 
BCG (65) . 

Les experiences de clonage ont dte effectuees 
directement chez M. smecpnatis . Des fragments d'ADN 
contenant chacun des promoteurs ont ete isoles et inseres 
a MCS1 de pJEMIS digere par les enzymes de restriction 
appropriees. Les melanges de ligation resultants ont ete 
utilises pour transformer M. smecpnatis mc2155 par 
electroporation et des colonies bleues ont 6t6 
select ionnees pour electroduire E. coli HC1061 (45) comme 
decrit precedemment (43) . Les plasmides ont ete isol£s de 
ces clones de E. coli et analyses. Ceux correspondant aux 
constructions recherchees pJN29 a pJN32 (tableau 2) , ont 
6t6 utilises pour 1* electroporation de BCG (souche 
Pasteur) . 

L'activite de la 0-galactosidase a £t£ dos6e sur des 
extraits soniqu£s de M. smecpnatis et de BCG (tableau 2) . 
L'activite des promoteurs a vari£ consid£rablement aussi 
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bien entre les promoteurs chez un hdte roycobacterien et 
entre les botes pour cbague promoteur. La force relative 
de ces promoteurs n' eta it pas la meme chez M. smegmatis et 
BCG. Bien que pblaF* ait 6te le promoteur le plus puissant 
A la fois chez M. smegmatis et chez le BCG, la situation 
est diff£rente pour les autres promoteurs : pAN et 
pgroES/ELl Ctaient plus actifs que psul3 chez le BCG, mais 
chez M. smegmatis , psul3 6tait plus actif que pAN ou 
pgroES/Ell. 

Das Gupta et ses collaborateurs (47) ont crible des 
banques d'ADN de M. smegmatis et de M. tuberculosis pour 
l'activite promoteur chez M. smegmatis , lis ont signale 
une frequence de promoteurs 10 a 20 fois plus elevee dans 
l'ADN de M. smegmatis . De plus, des promoteurs tres actifs 
etaient plus rares dans les banques d'ADN de 
M. tuberculosis que dans celles de M. smegmatis . Ces 
auteurs ont suggere que les promoteurs de M. tuberculosis 
peuvent avoir diverge considdrablement de ceux de 
M. smegmatis . Les rdsultats presentes ici suggerent que la 
machinerie transcriptionnelle de M. smegmatis et de 
M. bovis BCG, espece tres apparentee a M, tuberculosis , 
peut 6tre diffdrente. 

En conclusion, la famille de vecteurs construits 
facilite I'gtude de 1* expression de g&nes chez les 
mycobacterias . Une large gamine de fragments peuvent etre 
facilement clones en phase a lacZ' (fusion de genes) ou en 
amont de cll-lacZ (fusion d'operons) et lvalues pour 
1' activity promoteur par criblage bleu-blanc de 
transformants mycobactdriens sur boites LB-Xgal. 
L f activite de ces promoteurs peut aussi Stre mesur£e (par 
dosage de 1 'activite de la 0-galactosidase} , leurs 
sequences d£terminees, et leur site de d6but de 
transcription cartographic (par analyse d 1 extension 
d' amorce) en utilisant "I 1 amorce universelle" ou des 
sequences apparent ees (53) comme amorce. 
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IV) Expression de la proteine ERP sous forme recoabinante 
ohez E. ooli 

La proteine ERP a et£ exprimee sous forme 
recombinante chez E. coli et purifi£e par chromatographic 
d 1 affinity Deux types de fusions entre ERP et des 
fragments peptidiques ayant une forte affinite pour des 
supports chromatographiques specif iques (Amy lose, systfcme 
MalE; Nickel (Ni 2 *) ch61at6, pour le systeme Histidine) 
ont ete realisees. II s a agit de : 

- ERP depourvue de sa sequence signale fusionnee en 
C-ter avec la proteine liant le maltose (MalE) d' E» coli 
(MalE-ERP) ; 

ERP depourvue de sa sequence signale 
(ERP (His) 6 ss) ou dans sa total ite ( ERP (His) 6 ), et 
possedant 6 acides amines Histidine en Oter. 

Apres purification, 1* analyse de ces trois proteines 
de fusion en electrophorese PAGE-SDS indique que le 
polypeptide ERP possede un poids moleculaire (PM) relatif 
de 36 kDa. II existe une difference importante entre le PM 
calcule a partir de la sequence (28 kDa) et la PM observe 
exp6rimentalement (36 kDa) . Ce retard dans la migration 
electrophoretique pourrait provenir de la forte teneur en 
residus Proline, ou de modifications post- 
traduct ionnelles . 
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REVINDICATIONS 

1. Vecteur recombinant de criblage et/ou de clonage 
et/ou d 1 expression, caracterise en ce qu'il se replique 
chez des mycobacteries, en ce qu f il contient 

- 1) un replicon fonctionnel chez les mycobacteries ; 

- 2) un marqueur de selection ; 

- 3) une cassette reporteur coiaprenant 

a) un site de clonage multiple (polylinJcer) , 

b) un terminateur de transcription actif chez 
les mycobacteries, situe en amont du polylinker, 
et 

c) une sequence nucleotidique codante issue d'un 
gene codant pour un marqueur d 1 expression, et/ou 
d 1 exportation et/ou de secretion de proteine, 
ladite sequence nucleotidique etant depourvue de 
son codon d 1 initiation et de ses sequences de 
regulation, 

2. Vecteur recombinant de criblage et/ou de clonage 
et/ou d v expression capable de se r£pliquer chez des 
mycobacteries selon la revendication 1, caract6ris6 en ce 
que la sequence codante issue du gene codant pour un 
marqueur d' exportation et/ou de secretion est une sequence 
du gene phoA de la phosphatase alcaline. 

3 . Vecteur recombinant selon 1 1 une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caract£ris6 en ce que la sequence 
codante issue du g&ne codant pour un marqueur 
d • exportation et/ou de secretion est une sequence du gfene 
de la 0-agarase ou de la nuclease d'un staphylocoque ou 
d'une 0-lactamase- 

4. Vecteur recombinant selon l'une quelconque des 
revendications 14 3, caract&ris£ en ce que le terminateur 
de transcription fonctionnel chez les mycobacteries est le 
terminateur du coliphage T4 (tT4). 
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5. Vecteur recombinant selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il s'agit du 
plasmide pJEMll depose a la CNCM sous le n* 1-1375, le 
3 novembre 1993. 

6. Vecteur recombinant selon la revendication 5, 
caracterise en ce que la sequence codante issue du gene 
phoA est tronquee dans des conditions telles que le 
polypeptide exprimg par cette sequence conserve l'activite 
de la phosphatase alcaline. 

7. Vecteur recombinant selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterise en ce qu'il comprend, en 
l'un des sites de clonage du polylinker, une sequence de 
nucleotides d'une mycobacterie chez laquelle on recherche 
la presence de sequences regulatrices permettant, lorsque 
le vecteur est integre dans un hote cellulaire de type 
mycobacterie, d'obtenir 1 1 exportation et/ou la secretion 
du produit d 1 expression de la susdite sequence de 
nucleotides „ 

8* Vecteur recombinant selon l'une quelconque des 
revendications 1 & 7, caracterise en ce que la sequence de 
nucleotides de mycobacterie qu'il contient est obtenue par 
digestion enzymatique de l'ADN genomique ou de l'ADN 
complementaire d'ARNs d'une mycobacterie pathogene. 

9 . Vecteur recombinant selon 1 1 une quelconque des 
revendications 1 & 8, caracterise en ce que la sequence de 
nucleotides de mycobacterie qu'il contient est obtenue par 
digestion enzymatique de l'ADN genomique ou de l'ADN 
complementaire d'ARNs de M. tuberculosis , 

10. Vecteur recombinant selon la revendication 9, 
caracterise en ce que l'ADN de M, tuberculosis a 6t6 
digere avec Sau3A. 

11. Vecteur recombinant selon la revendication 10, 
caracterise en ce qu'il s'agit de l'un des vecteurs 
suivants : 

p Exp 5 3 depose & la CNCM sous le n* 1-14 64 
pExp59 depose a la CNCM sous le n" 1-1465 
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pExp410 depose a la CNCM sous le n* 1-1466 
pExp421 depose a la CNCM sous le n*I-i467. 

12, Vecteur recombinant selon la revendication 8, 
caracterise en ce que la mycobacterie est M. africanum . 
M. bovis ou M. avium ou M. leprae , 

13 . Procede de criblage de sequences de nucleotides 
issues de mycobacteries , pour determiner la presence au 
sein de ces sequences, d' elements de regulation controlant 
l 1 expression dans un hote cellulaire de sequences d'acide 
nucleique les contenant et/ou 1 ' exportation et/ou la 
secretion des sequences polypeptidiques resultant de 
l f expression des susdites sequences de nucleotides, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) la digestion des sequences d'ADN de mycobacteries 
par au moins une enzyme determinee et la recuperation 
des fragments de digestion obtenus, ou leur synthese 
in vitro par une technique d' amplification genique 
(telle que PCR) 

b) l 1 insertion des fragments de digestion dans un 
site de clonage compatible avec 1' enzyme de l'etape 
a) du polylinker d'un vecteur selon l'une quelconque 
des revendications 14 6, 

c) si besoin, 1 'amplification du fragment de 
digestion contenu dans le vecteur, par exemple par 
replication de ce dernier apres insertion du vecteur 
ainsi modifid dans une cellule determinee, par 
exemple E. coli . 

d) la transformation d'hdtes cellulaires par le 
vecteur amplifie a 1'etape C ) , ou en 1- absence 
d 1 amplification, par le vecteur de l*6tape b) , 

e) la culture des hotes cellulaires transforms dans 
un milieu permettant la mise en evidence du marqueur 
d» exportation et/ou de secretion contenu dans le 
vecteur. 
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f) la detection des hotes cellulaires positifs 
(colonies positives) pour 1" expression du margueur 
d ' exportation et/ou de secretion, 

g) l^solement de l'ADN des colonies positives et 
1» insertion de cet ADN dans une cellule identique & 
celle de I'etape c) , 

h) la selection des insertions contenues dans le 
vecteur, permettant l'obtention de clones positifs 
pour le jnarqueur d 1 exportation et/ou de secretion, 

i) I'isolement et la caracterisation des fragments de 
digestion des sequences de mycobacteries contenues 
dans ces inserats. 

14. Procede de criblage selon la revendication 13, 
caracterise en ce que le vecteur utilise est pJEMll (CNCM 
1-1375) et en ce que la digestion des sequences de 
mycobacteries est realisee avec Sau3a. 

15. Procede de criblage selon l f une quelconque des 
revendications 13 ou 14, caracteris6 en ce que les 
sequences de mycobacteries sont issues d'une mycobacterie 
pathogene, par exemple de M. tuberculosis , M. bovis , 
M. avium , M. africanum ou M. leprae ou non pathogene. 

16. sequences nucleotidiques de mycobacteries 
contenant des elements de regulation de 1 • exportation 
et/ou de la secretion telles qu'obtenues par mise en 
oeuvre du procede selon I 1 une quelconque des 
revendications 13 a 15. 

17. Mycobacterie recombinante, caracterisee en ce 
qu'elle contient un vecteur selon l'une quelconque des 
revendications 1 h 12. 

18. Mycobacterie selon la revendication 17, 
caracterisee en ce qu^l s'agit d'une souche M- smegmatis . 

19. Mycobacterie selon la revendication 18, 
caracterisee en ce qu'il s*agit d*une souche de M. bovis , 
par exemple de la souche BCG. 

20. sequence de nucleotides issue d v un gene codant 
pour une proteine export ee de M. tuberculosis . 
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caracterisee en ce quelle est choisie parmi les sequences 
suivantes : 

- une sequence I repondant a 1 'enchainement de 
nucleotides represents a la figure 6A, ou hybridant dans 
des conditions stringentes avec cet enchainement, 

- une sequence II comprenant 1 1 enchainement de 
nucleotides IA ou IB et codant pour une proteine P28 de 
M. tuberculosis ayant un poids moleculaire d' environ 
28kDa, 

- une sequence III comprise dans la sequence IA ou IB 
et codant pour un polypeptide reconnu par des anticorps 
diriges contre la proteine P28 de M. tuberculosis , 

une sequence IV comprenant les sequences 
regulatrices du gene inclus dans la sequence codante IA ou 
IB, 

- une sequence V repondant a 1 ' enchainement compris 
entre les nucleotides 1 et 72 de la sequence IA ou IB et 
correspondant & la sequence signal, 

- une sequence VI repondant a 1 "enchainement compris 
entre les nucleotides 62 & 687 de la sequence IA ou IB, 

- une sequence VII repondant & 1 ' enchainement compris 
entre les nucleotides 688 et 855 de la sequence IA ou IB. 

21. Polypeptide de M. tuberculosis , caracterise en ce 
qu'il repond a 1 • enchainement d'acides amines VIIIA ou 
VIIIB representes respect ivement a la figure 6A et a la 
figure 6B ou en ce qu'il comprend cet enchainement. 

22. Polypeptide selon la revendication 21, 
caracterise en ce qu'il a un poids moleculaire theorique 
d' environ 28kDa. 

23. Polypeptide selon la revendication 21 ou 22, 
caracterise en ce qu'il a un poids moleculaire observe 
d 1 environ 36 kDa. 

24. Polypeptide caracterise en ce qu'il comprend une 
partie de 1» enchainement VIIIA ou VIIIB d'acides amines 
selon la revendication 21, et en ce qu'il reagit 
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immunologiquement avec des anticorps diriges centre la 
proteine P28 de M. tuberculosis . 

25. Polypeptide selon I'une quelconque des 
revendications 20 4 23, caracterise en ce qu'il ne reagit 
pas immunologiquement avec la proteine P28 de M. leprae - 

26. Sequence d'acides amines d'un polypeptide selon 
la revendication 21, 22 ou 23, caracterisee en ce qu'elle 
repond a l'un des enchainements suivants, ou en ce qu'elle 
comprend un ou plusieurs de ces enchainements : 

PGLTS , PGLTD , PGLTP , PALTN , PALTS , PALGG , PTGAT , PTGLD , PVGLD . 

27. Sequence d'acides amines selon I'une quelconque 
des revendications 21 a 25, caracterisee en ce qu'au moins 
l'un des enchainements suivants : 

PGLTS , PGLTD, PGLTP, PALTN , PALTS , PALGG , PTGAT , PTGLD, PVGLD 
est remplace par une sequence d'acides amines d'un epitope 
ou d'un determinant antigenique d'un organisme pathogene 
determine. 

28. Anticorps monoclonaux ou serum polyclonal diriges 
specif iquement contre un polypeptide selon I'une 
quelconque des revendications 21 a 27. 

29. Composition pour la detection in vitro ou in vivo 
d'une infection par M . tuberculosis , caracterisee en ce 
qu'elle comprend un polypeptide selon I'une quelconque des 
revendications 21 a 27, capable de reagir 
immunologiguement avec des anticorps formes chez un 
patient infecte par M. tuberculosis . 

30. Composition pour la detection in vitro d'une 
infection par M. tuberculosis , caracterisee en ce qu'elle 
comprend une sequence de nucleotides contenant au moins 9 
nucleotides, issue d'une sequence selon la revendication 
20, ou une sequence de nucleotides contenant au moins 9 
nucleotides et hybridant dans des conditions stringentes 
avec I'ADN de M. tuberculosis et n 1 hybridant pas dans les 
memes conditions avec I'ADN de M. leprae , cette sequence 
etant une sequence d'ADN ou d'ARN, le cas echeant marquee. 
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31. Utilisation d'un polypeptide ou d'une sequence 
d'acides amines selon I'une quelconque des revendications 
21 i 27, en tant que molecule porteuse. 

32. Hdte cellulaire procaryote ou eucaryote, 
caracterise en ce qu'il est transforme par une sequence de 
nucleotides selon la revendication 21 dans des conditions 
permettant 1' expression de cette sequence et/ou son 
exposition au niveau de la membrane de l f hdte cellulaire 
et/ou son exportation et/ou sa secretion a partir de la 
susdite membrane. 

33. Hote cellulaire selon la revendication 32, 
caracterise en ce qu»il s'agit d'une mycobacterie, par 
exemple d'une souche de M. smegmatis , M. tuber culosis ou 
M. bovis , 

34. Composition immunogene caracterisee en ce qu'elle 
comprend un polypeptide selon I'une quelconque des 
revendications 21 a 27 ou un hote cellulaire selon l f une 
quelconque des revendications 32 ou 33. 

35. Vecteur selon la revendication 1 pour le criblage 
et/ou le clonage et/ou pour 1" expression de sequences de 
nucleotides fonctionnelles dans des mycobact6ries , 
caracterise en ce que la sequence codante issue d f un gene 
codant pour un marqueur d • exportation et/ou de secretion 
est remplac^e par un gfene rapporteur ou une sequence 
rapporteur dont on cherche & detecter 1' expression 
lorsqu^lle est placee sous le contrdle de sequences 
donnees de regulation. 

36. Vecteur selon la revendication 35, caract6ris6 en 
ce que le gfcne ou la sequence rapporteur est d6pourvu de 
ses sequences r6gulatrices . 

37. Vecteur selon la revendication 35 ou la 
revendication 36, caract6ris6 en ce qu'il contient la 
sequence codante du gene lacZ ou une partie de cette 
sequence suffisante pour que le polypeptide exprim6 
pr6sente une activity de 0-galactosidase. 
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38. Vecteur selon l'une quelconque des revendications 
35 a 37, caracterise en ce qu'il comprend en l'un des 
sites de clonage du polylinker, un enchainement de 
nucleotides comprenant un promoteur et le cas echeant des 
sequences de regulation, par exemple pour 1 1 exportation 
voire la secretion d'un polypeptide qui serait produit 
sous le controle du promoteur, et dont on souhaite evaluer 
la capacite a promouvoir ou reguler 1 'expression d'une 
sequence nucieotidique rapporteur chez des mycobacteries . 

39. Vecteur selon l'une quelconque des revendications 
35 a 38, caracterise en ce qu'il s'agit d'un plasmide 
choisi parmi pJEM12, pJEM13, pJEM14 ou pJEMIS, tels que 
representes a la figure 13. 

40. Vecteur selon l'une quelconque des revendications 
35 a 38, caracterise en ce qu'il comprend en l'un des 
sites de clonage du polylinker, une sequence d'un 
promoteur, par exemple une sequence d'un promoteur pAN, 
pblaF*, psul3, pgroES/ELl. 

41. Procede pour determiner 1' activity d'une sequence 
contenant en l'un des sites de clonage du polylinker, un 
enchainement de nucleotides comprenant un promoteur et le 
cas ech^ant des sequences de regulation, par exemple pour 
1' exposition, 1 1 exportation voire la secretion d'un 
polypeptide qui serait produit sous le contr6le du 
promoteur dans des mycobacteries, caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes de : 

- transformation d'une souche de mycobacterie, par 
exemple M. smeqmatis ou faisant partie du complexe 
M. tube rculosis avec un vecteur selon l'une quelconque des 
revendications 31 & 36, 

- detection de I 1 activity normalement associee a la 
presence du gene reporteur ou de la sequence reporteur. 

42. Vecteur recombinant selon la revendication 1 
caracterise en ce qu'il s'agit de pIPX412 depose & la CNCM 
sous le n* 1-1463. 
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FIGURE IB 
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A. M tuberculosis 19 kDa(pExp410) 
129 

Ser His Tyr Lys lie 

AGC CAC TAC A AG ATC / C GG ATA CGT ACG 

&zm H 3 A P/roA reading frame 

B . M. tuberculosis 28kDa (pExp53) 

1 10 
Start Pro Asn Arg Scr Arg 
GTTCC GTG CCG AAC CGC AGC CGC 

Af. leprae Start Pro Asn Arg Arg Arg 

Thr Ala. Met Scr Ala Val Ala 
ACA GCC ATG AGC GCG GTC GCC 

w * • • * fi • • • » . - « « 

* * * , * ■ ■ ■ s\ *• asa 

Thr Ala He Ser Thr Val Ala 

I , 70 

Ala Ser Pro Gin Phe Gly 

GCA» AGTtCCT CAG TTC GG G ATC/ C GG ATA CGT ACG 

: : C : : : : : A. : : : : : : Bam HI/ Sou 3A PhoA reading frame 

Ala Ser Pro Gin Phe Gly He 

C . M.tuberculosis (pExp59) 

1 

Met Asn Arg He Val Ala 
GTCGAGJ2AGCCACCG ATG AAC CGG ATC GTC GCG 
putative RBS 
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D. M. tuberculosis 


(pExp421) 




171 
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R. co mm 
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226 
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Arg 
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Thr 
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AAT 


ACC 
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::C 








Gly 


Asn 


Thr 







Val Val Val Gly Leu 



I 



Ala De 



Bam H l/Sau 3 A PhoA reading frame 
GIu Asn Aig His Gly 



Thr 



A: A 
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FIGURE 5 
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1/1 31/11 

GTG CCG AAC CGC AGC CGC AGC AAG CTC TCG ACA GCC ATG AGC GCG GTC GCC GCC CTG GCA 
MPN RSRS KLSTAMSAVAALA 
61/21 91/31 

GTT GCA AGT CCT TGT GCA TAT TTT CTT GTC TAC GAA TCA ACC GAA ACG ACC GAG CGG CCC 
VAS PCAYFLVYESTETTERP 
121/41 151/51 

GAG CAC CAT GAA TTC AAG CAG GCG GCG GTG TTG ACC GAC CTG CCC GGC GAG CTG ATG TCC 
EHHEFKQA'AVLTDLPGELMS 
181/61 211/71 

GCG CTA TCG CAG GGG TTG TCC CAG TTC GGG ATC AAC ATA CCG CCG GTG CCC AGC CTG ACC 
ALSUCJLSQFGINIPPVPSLT 
241/81 271/91 

GGG AGC GGC GAT GCC AGC ACG GGT CTA ACC GGT CCT GGC CTG ACT AGT CCG GGA TTG ACC 
GSGDASTGLTGPGLTSPGLT 
301/101 331/111 

AGC CCG GGA TTG ACC AGC CCG GGC CTC ACC GAC CCT GCC CTT ACC AGT CCG GGC CTG ACG 
SPGLTSPGLTDPALTSPGLT 
361/121 391/131 

CCA ACC CTG CCC GGA TCA CTC GCC GCG CCC GGC ACC ACC CTG GCG CCA ACG CCC GGC GTG 
PTLPGSLAAPGTTLAPTPGV 
421/141 451/151 

GGG GCC AAT CCG GCG CTC ACC AAC CCC GCG CTG ACC AGC CCG ACC GGG GCG ACG CCG GGA 
GANPALTNPALTSPTGATPG 
481/161 511/171 

TTG ACC AGC CCG ACG GGT TTG GAT CCC GCG CTG GGC GGC GCC AAC GAA ATC CCG ATT ACG 
LTSPTGLDPALGGANEI PIT 
541/181 571/191 

ACG CCG GTC GGA TTG GAT CCC GGG GCT GAC GGC ACC TAT CCG ATC CTC GGT GAT CCA ACA 
TPVGLDPGADGTYPI LGDPT 
601/201 631/211 

CTG GGG ACC ATA CCG AGC AGC CCC GCC ACC ACC TCC ACC GGC GGC GGC GGT CTC GTC AAC 
LGTI PSS PATTSTGGG GLVN 
661/221 691/231 

GAC GTG ATG CAG GTG GCC AAC GAG TTG GGC GCC AGT CAG GCT ATC GAC CTG CTA AAA GGT 
DVMQVANELGASQAI DLLKG 
721/241 751/251 

GTG CTA ATG CCG TCG ATC ATG CAG GCC GTC CAG AAT GGC GGC GCG GTC GCG CCG GCA GCC 
VLMPS IMQAVQNGGAVAPAA 
781/261 811/271 

AGC CCG CCG GTC CCG CCC ATC CCC GCG GCC GCG GCG GTG CCA CCG ACG GAC CCA ATC ACC 
SPPV PPI PAAAAVPPTDPIT 
841/281 

GTG CCG GTC GCC TAA 
V P V A * 



Sequence de nucleotides et sequence d'acides amines dgduite 
du produit potentiel du gene IRSA de M. Tuberculosis 
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1/1 33V11 

GTG CCG AAC CGA CGC CGA CGC AAG CTC TCG ACA GCC ATG AGC GCG GTC GCC GCC CTG GCA 
MPNRRRRKLSTAMSAVAALA 
61/21 91/31 

GTT GCA AGT CCT TGT GCA TAT TTT CTT GTC TAC GAA TCA ACC GAA ACG ACC GAG CGG CCC 
VAS PCAYFLVYESTETTERP 
121/41 151/51 

GAG CAC CAT GAA TTC AAG CAG GCG GCG GTG TTG ACC GAC CTG CCC GGC GAG CTG ATG TCC 
EHHEFKQAAVLTDL PGELMS 
181/61 211/71 

GCG CTA TCG CAG GGG TTG TCC CAG TTC GGG ATC AAC ATA COG CCG GTG CCC AGC CTG ACC 
ALSQGLSQFGINI PPVPSLT 
241/81 271/91 

GGG AGC GGC GAT GCC AGC ACG GGT CTA ACC GGT CCT GGC CTG ACT AGT CCG GGA TTG ACC 
GSGDASTGLTGPGLTSPGLT 
301/101 331/111 

AGC CCG GGA TTG ACC AGC CCG GGC CTC ACC GAC CCT GCC CTT ACC AGT CCG GGC CTG ACG 
SPGLTSPGLTDPALTSPGLT 
361/121 391/131 

CCA ACC CTG CCC GGA TCA CTC GCC GCG CCC GGC ACC ACC CTG GCG CCA ACG CCC GGC GTG 
PTLPGSLAAPGTTLA PTPGV 
421/141 451/151 

GGG GCC AAT CCG GCG CTC ACC AAC CCC GCG CTG ACC AGC CCG ACC GGG GCG ACG CCG GGA 
GANPALTNPALTS PTGATPG 
481/161 511/171 

TTG ACC AGC CCG ACG GGT TTG GAT CCC GCG CTG GGC GGC GCC AAC GAA ATC CCG ATT ACG 
LTS PTGLDPALGGANEI P IT 
541/181 571/191 

ACG CCG GTC GGA TTG GAT CCC GGG GCT GAC GGC ACC TAT CCG ATC CTC GGT GAT CCA ACA 
TPVGLDPGADGTYP I LGDPT 
601/201 631/211 

CTG GGG ACC ATA CCG AGC AGC CCC GCC ACC ACC TCC ACC GGC GGC GGC GGT CTC GTC AAC 
LGTI PSS PATTSTGGGGLVN 
661/221 691/231 

GAC GTG ATG CAG GTG GCC AAC GAG TTG GGC GCC AGT CAG GCT ATC GAC CTG CTA AAA GGT 
DVMQVANELGASQA I DLLKG 
721/241 751/251 

GTG CTA ATG CCG TCG ATC ATG CAG GCC GTC CAG AAT GGC GGC GCG GTC GCG CCG GCA GCC 
VLMPS IMQAVQNGGAVAPAA 
781/261 811/271 

AGC CCG CCG GTC CCG CCC ATC CCC GCG GCC GCG GCG GTG CCA CCG ACG GAC CCA ATC ACC 

SPPVPPIPAAAAVPPTDPIT 

841/281 

GTG CCG GTC GCC TAA 
V P V A * 



Sequence de nucleotides et sequence d'acides amines deduite 
du produit potentiel du gdne IRSA de M. Tuberculosis 
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Fig.7 Sequences nucleotidiques flanquant le gene IRSA de Af. tuberculosis 
A- Sequence nucleotidique amont: 

5 ' -CGGCTTCGGAATAGGCATTGCCCCCGATGTGCGGGCGCCGCTCGAGGACGAGCACGCGCTTGTC 

GAGTTGGGTGGACACGCGCTCGGCAATCGTCAGGCCGAAGAATCCTGAGCCGACGACGAAAAGGTCA 

AAACGAGCGGTCATCGGTTGCATAGGGTAACCGACCTTGCTGGCAAAACCCGATTTGGCAGCTCGTG 

GCGGTCATGGCCCGAACGGGTTTCACCGCAGGTGCGCATGGCCGACCAGTGTGGTTGGCCGGAGGTC 

GTTTGGTCGCGATTGCCTCACGATTCGATATAACCACTCTAGTCACATCAACCACACTCGTACCATC 

GAGCGTGTGGGTTCATGCCATGCACTCGCGACCGCGGGAGCCGGCGAACCCGGCGCCACACATAATC 
CAGATTSASGAGACTTCC GTG CCG AAC 3' 

SD Met Pro Asn . . . g£ne IRSA 

SD "Shine-Delgarno" site putatif d' attachement au 

ribosome 

Me t Methionine initiatrice du gene IRSA 



B- Sequence nucleotidique avale: 
Pro Val stop 

g«§ne IRSA .5'* GTC GCC TAA GCCCCGGGTCGGCCGAAAACGCACCCGCGGCCAAGGCG 
TCGGTCATTGCTTCGGCCCGTGCACAATTATTCGCCTAAGGGTCGGCTAGGTGTTCTCGAGAGTTTT 
ATCGCACCGATTCCGTGTCGTCTCATTAATACCAATAGAAAACACACGTAACATCAGCTGGTGCCGT 
CCCGCACCCGCGCGCCGACGACGCTGCTCACCGCGATGGCAGCGACCGTCGTCATCGTCGCGTGGAT 
AGCGAATCGTCCACCCGCCAGCTCCCAT 3 • 
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Gdnes de bactgries pour la regulation du fer(IRG's) 



-35 -10 

iucA PI CATTTCTCATT GATA ATGAgAATCATTATt GACA 

sltA AGCCTCTCTTT GAat ATGATtATCATTtTC ATTA 

fhuA TATTATCTTAT ctTt ATaATAATCATTcTC GTTT 

fepA TATATTAGTAA tATt ATGATAActATTtgC ATTT 

fur CGTGGCAATTC tATA ATGATAcgCATTATC TCAA 

fhuE TGAATGCGTAT atTt CTcATttgCATTtaC AAAC 

tonB TTATTGAATAT GATt gctATttgCATTtaa ATCG 

tox TAATTAGGATA GcTt taccTAATtATTtTa TAGC 

> < - 

consensus GATA ATGATAATCATTATC 



M. Leprae 28 kD CAATTACCTCAcGATtcAatATAAcCAcTcTg GTCA 



•35 



G6ne de 28kDA de Mycobacterium leprae 



5 » GATTCAATATAACCACTCTG 3 1 
5' GATTCGATATAACCACTCTA 3 1 



Clone 5-3 de Mycobacterium tuberculosis 
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